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1. Introduzione 
 
L'inquinamento ambientale è una conseguenza delle attività antropiche di natura 
sia civile che industriale e, come tale, risulta altamente diffuso, fino ad interessare 
anche zone di grande valore naturalistico. Non risparmia suoli, falde, acque 
superficiali continentali ed ambienti marini. L'impatto dell’inquinamento ha 
spesso conseguenze molto pesanti sulla salute umana, ma ad essere colpiti sono 
anche gli equilibri degli ecosistemi, la vivibilità degli habitat, le catene alimentari, 
il paesaggio, i suoli di interesse agrario e, ultima ma non meno importante, la 
biodiversità nel suo complesso. A seguito dei fenomeni di inquinamento, si riduce 
di fatto il numero delle specie nell’ambiente interessato non solo in termini di 
specie animali e vegetali, ma anche e soprattutto di quelle microbiche (Øvreås et 
al., 1998). Così, un sito contaminato perde di valore sia sotto il profilo ecologico 
che sotto quello economico e diventa sempre più vulnerabile a qualsiasi forma di 
perturbazione. Per far fronte a questa situazione, è necessario agire sia a livello di 
prevenzione (strategia sicuramente più corretta e vincente nel lungo periodo) sia a 
livello di risanamento al fine di mitigare i danni già arrecati all'ambiente e di 
minimizzare i rischi per la salute (Sorlini 2005). 
 
 
1.1. Biotrasformazioni, biodegradazioni e bonifica biologica 
 
 
Il termine biodegradazione è spesso utilizzato per indicare una serie di processi 
microbici assai diversi tra loro, i quali intervengono negli ecosistemi naturali e 
che, di volta in volta, hanno come risultato la mineralizzazione, la 
biotrasformazione, la detossificazione, l'attivazione o il cometabolismo di 
sostanze organiche sia di derivazione biologica che xenobiotiche. In senso lato, è 
possibile definire la biodegradazione come il generico decadimento di composti 
organici a seguito dell'azione di microrganismi quali batteri, attinomiceti e funghi. 
Questi microrganismi derivano l'energia necessaria per la crescita (aumento della 
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biomassa) attraverso la maggior parte dei processi sopra menzionati (Vallini 
2005). Sebbene gli aspetti che influenzano la biodegradazione dei composti 
inquinanti organici siano numerosi e spesso interrelati, non di meno possono 
essere ragionevolemente distinti in tre fattori: a) quelli riconducibili alle generali 
condizioni fisico-chimiche e climatiche di un determinato sito, ossia i fattori 
ambientali; b) quelli che attengono alle complesse proprietà di stimolo o di 
inibizione peculiari della specifica matrice (substratum) in cui i microrganismi si 
trovano a vivere, i cosiddetti fattori edafici; c) quelli relativi alle caratteristiche 
intrinseche delle popolazioni microbiche o all'influenza di altri organismi 
interagenti con queste in un determinato livello ecologico, i quali 
complessivamente sono definiti come fattori biotici (Vallini et al., 2000). 
Il risultato che si tende a raggiungere con un intervento di bonifica biologica 
(bioremediation) è, dove possibile, la mineralizzazione dei contaminanti organici 
di partenza, ossia la completa degradazione della molecola organica di partenza in 
composti ed elementi inorganici quali anidride carbonica, acqua, sali e ioni 
minerali, materiale cellulare e altri prodotti tipici delle specifiche vie metaboliche 
adottate dai microrganismi degradatori. Diversa ma comunque essenziale è la 
biotrasformazione, nella quale i microrganismi sono responsabili soltanto di una 
parziale degradazione delle molecole organiche inquinanti. 
La condizione essenziale perché si possa avere metabolismo microbico dei 
composti inquinanti nelle matrici ambientali interessate dalla contaminazione è 
che queste molecole tossiche siano accessibili (biodisponibili) per i microrganismi 
degradatori. Sulla biodisponibilità dei contaminanti influiscono sia le 
caratteristiche specifiche dell'inquinante (per es. solubilità in acqua, tendenza alla 
cristallizzazione, viscosità, ecc.) sia i fattori intrinseci delle matrici ambientali 
trattate (per es. nei suoli, la tessitura, la struttura e l'aggregazione). 
Le probabilità che i trattamenti biologici a carico di suoli contaminati sortiscano 
risultati soddisfacenti sono strettamente legate alla possibilità di disporre di un 
sufficiente grado di conoscenza sia dell'ecologia microbica che dell'ingegneria di 
processo dei sistemi di volta in volta applicati. Con questi presupposti, aumentano 
le possibilità di ottenere un elevato tasso di biodegradazione e, cosa non meno 
importante, di raggiungere gli obiettivi di bonifica in tempi ragionevolmente brevi 
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1.2. Natura e biodegradabilità del gasolio (diesel) 
 
 
Il diesel è una miscela complessa costituita da composti alifatici (alcani, alcheni e 
cicloalcani), aromatici e policiclici aromatici ottenuta dalla media-distillazione del 
petrolio. 
 
 
 
 
Fig 1. Gas Cromatografia del Diesel. Fa = 
Farnesano; Pr = Pristano; Ph = Fitano (J.Y. 
Richard e T.M. Vogel., 1999). 
 
 
 
Fig 2 Caratterizzazione della frazione 
aromatica e alifatica di campioni di diesel 
commerciali (Molina-Barahona et al., 2004).
 
 
Il primo step della degradazione microbica di una miscela come in quella del 
gasolio, consiste nel contatto tra il contaminante e il microrganismo che può 
verificarsi in due modi: a) emulsionando il composto per mezzo di surfactanti; b) 
trasformare l'inquinante con una reazione preventiva mediante esoenzimi. 
Una volta stabilito il contatto il microrganismo può utilizzare il contaminante 
come fonte di carbonio oppure degradarlo attraverso reazioni cometaboliche 
utilizzando un altro tipo di substrato. 
Come testimoniano diversi studi, la degradazione dei composti costituenti la 
mistura del diesel per mezzo di microrganismi può avvenire sia in presenza che in 
assenza di ossigeno (Boopathy R., 2004; Watkinson e Morgan, 1990; Cerniglia, 
1992). Tuttavia, per una completa mineralizzazione del diesel si prediligono i 
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processi aerobiotici che permettono, attraverso l'utilizzo delle ossigenasi, un più 
rapido ed efficiente sistema per degradare composti alifatici e idrocarburi 
mono/policiclici aromatici. In riferimento agli idrocarburi aromatici monociclici, 
la degradazione aerobica mediata dalle ossigenasi può avvenire attraverso due vie: 
a) ossidrilazione a catecolo seguita da rottura in extradiolo dell'anello aromatico; 
b) ossidazione del gruppo metilico a gruppo carbossilico e successiva rottura 
dell'anello. La parte più importante del catabolismo degli idrocarburi aromatici è 
la rottura dell'anello che permette di liberare composti lineari. I composti 
monoaromatici possono essere degradati sia da batteri che da funghi attraverso via 
metaboliche differenti. Infatti i batteri iniziano l'ossidazione introducendo 
nell'anello aromatico, con la mediazione delle diossigenasi, due atomi di ossigeno 
atmosferico con produzione di un cis-diidrodiolo, che viene poi successivamente 
deidrogenato a dare un diolo. Al contrario dei batteri, la maggior parte dei funghi 
(non ligninolitici) metabolizzano i composti aromatici attraverso vie che 
comportano l'ossidrilazione di tali composti con l'incorporazione di un solo atomo 
di ossigeno, mediato dall'enzima monossigenasi (Cerniglia, 1993). 
Gli idrocarburi policiclici aromatici (IPA) sono molecole maggiormente 
refrattarie, tuttavia possono essere degradati sia da funghi che da batteri, che 
attaccano queste molecole secondo le modalità descritte per i composti 
monoaromatici. 
 
 
Fig 3. Attivazione dell’anello aromatico tramite monossigenasi (a) e diossigenasi (b) con la 
formazione di catecolo. 
 
In questo contesto, Greerdink et al., 1996, si sono posti l’obiettivo di indagare 
sull’ordine della degradazione dei composti del gasolio comparando varie crescite 
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batteriche su substrati complessi. Come riferimento, durante il processo di 
biodegradazione del gasolio, è stato utilizzato l'n-esadecano, conosciuto in 
letteratura per esperienze simili e di cui è nota la cinetica. Dopo 22 h, in 
corrispondenza col primo picco massimo nel tasso di consumo di ossigeno 
(OUR), gli n-alcani lineari sono degradati nella quasi totalità. Tuttavia rimane la 
mistura più complessa, costituita in gran parte di alcani ramificati. Questa seconda 
frazione viene degradata durante il secondo picco di OUR, esattamente dopo 40 h. 
Solitamente il pristano viene degradato dopo la degradazione dell'esadecano. Il 
diesel viene degradato totalmente dopo 120 h. 
 
 
1.2.1 Ruolo delle singole specie e dei consorzi microbici nella 
degradazione del gasolio 
 
 
La biodegradazione di idrocarburi complessi richiede, usualmente, la 
cooperazione di più specie piuttosto che di una sola. Questo è particolarmente 
vero per inquinanti che sono costituiti da una miscela di più composti come l'olio 
grezzo, il diesel e più in generale i composti derivanti dalla lavorazione del 
petrolio, nei quali si desidera ottenere la completa mineralizzazione a CO2 e H2O. 
Microrganismi singoli possono metabolizzare solamente un range ristretto di 
substrati idrocarburici, si richiede così l'assemblaggio di un consorzio con un 
ampio spettro enzimatico che sia in grado di condurre ed estendere il tasso di 
degradazione. Sono state individuate, in suoli o acque contaminate da composti 
derivati dal petrolio, popolazioni microbiche che consistono di ceppi che 
appartegono a vari generi (Sorkhoh et al., 1995). Questo suggerisce fortemente 
che ogni ceppo o genere ha un suo ruolo nella degradazione degli idrocarburi. 
Rambeloarisoa et al. (1984), hanno dimostrato che un consorzio di 8 ceppi, 
costituito da 6 generi, era capace di degradare il gasolio. Sebbene la capacità 
degradativa sia implicata soltanto a 5 ceppi, la loro attività diminuiva in modo 
sostanziale in assenza degli altri 3 ceppi. Da qui la teoria che ogni microrganismo 
di un consorzio ha un ruolo significante, e può dipendere esso stesso dalla 
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presenza di altri ceppi per la propria sopravvivenza, soprattutto quando l'energia è 
limitata e confinata al complesso idrocarburico. In senso lato, molto interessante è 
lo studio di Komokai-Nakamura (1996), che riporta la degradazione dell'olio 
grezzo da parte di Acinetobacter sp.T4 e Pseudomonas putida PB4. In un primo 
momento agisce Acinetobacter che, biodegradando gli alcani e altri idrocarburi, 
fornisce il substrato adatto all'intervento di Pseudomonas che cresce su tali 
metaboliti e finisce di degradare il gasolio: questo è un tipico esempio di come 
può lavorare un consorzio microbico e che permette di sottolineare l’importanza 
dell’effetto sinergico delle popolazioni microbiche. 
Un altro esempio dell’importanza della sinergia è riportato da Ghazali et al. 
(2004), i quali hanno studiato l'attività di due consorzi microbici costituiti da 
ceppi appartenenti ai generi Bacillus, Pseudomonas e Micrococcus, noti in 
letteratura per le loro capacità di crescere e di utilizzare gli idrocarburi come unica 
fonte di carbonio. (Annweiller et al., 2000; Ijah e Antai, 2003; Mishra et al., 2001; 
Whyte L.G. et al., 1997). Il primo consorzio è costituito dai ceppi S4.1 e S5 di 
Pseudomonas aeruginosa e il ceppo S3.2 di Bacillus sp.; il secondo consorzio è 
costituito dagli stessi isolati più i ceppi 113i e O63 di Bacillus e il ceppo S di 
Micrococcus sp. L'addizione alla mistura di gasolio di questi due conosorzi porta 
alla completa mineralizzazione dei composti alifatici a media e lunga catena; 
particolarmente intensa risulta essere l'attività degradativa del secondo consorzio 
microbico. 
Altri studi sono stati effettuati prendendo in considerazione singoli microrganismi, 
questo è il caso di Gallego et al. (2001) i quali, dopo aver effettuato studi 
microbiologici nella messa a punto di un progetto di un bioreattore, giungono alla 
conclusione che Acinetobacter sp. è sicuramente uno dei maggiori ed efficienti 
degradatori di idrocarburi del gasolio. I campioni presi nel terreno e nelle acque 
contaminate hanno mostrato che il genere Acinetobacter è quello dominante. I 
membri di questo genere sono batteri predominanti sia negli esperimenti di 
laboratorio dopo la biostimulation che nei terreni presi dal sito contaminato. 
Questo suggerisce una grande abilità di questo genere di degradare idrocarburi. 
Infatti, è riportato in letteratura come ubiquitario in natura e in grado di utilizzare 
un gran varietà di fonti di carbonio, incluso l’olio grezzo, le benzine, gli 
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idrocarburi aromatici e i composti diossin-correlati. (Towner et al., 1991; 
Cerniglia, 1992; Amund, 1996; Lal e Khanna, 1996; Halden e Dwyer, 1997; 
Alexander, 1999; Yuste et al., 2000). Studi di laboratorio successivi hanno 
confermato che Acinetobacter è un rapido degradatore del diesel e dell’olio 
grezzo, e compete molto efficacemente con un batterio altrettanto importante nella 
degradazione del diesel come Pseudomonas. sp.  
Richard e Vogel (1999) hanno studiato la capacità degradativa di due consorzi 
microboci, il primo, potenzialmente degradante, costituito da Pseudomonas 
fluorescens P2 e P25 e da Achromobacter anthropi N43; il secondo formato da P. 
paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia, batteri che non sono in grado di crescere 
su una vasta gamma di idrocarburi. In generale, i ceppi P2 e P25 sono in grado di 
crescere su idrocarburi aromatici leggeri, mentre N43 è capace di crescere su n-
Esadecano, Pristano e/o n-Esacosano del diesel, mentre P2 è l’unico in grado di 
co-metabolizzare il Fenantrene in presenza di Tween 80 come substrato. Di 
particolare rilievo è la presenza del secondo consorzio che, pur non essendo in 
grado di metabolizzare i composti del diesel, gioca un ruolo essenziale nella sua 
completa degradazione coadiuvato dal primo consorzio. 
In un altro studio Kleinsteuber et al., 2006 hanno preso un suolo da un campo 
contaminato da diesel in Patagonia, caratterizzato da una salinità del 6.4%, che si 
è dimostrato essere l’habitat di una complessa comunità batterica capace di 
degradare diesel e di adattarsi al rapido aumento o diminuzione di salinità con una 
perdita di attività microbica molto bassa. Attraverso l’amplificazione della regione 
V4-V5 del 16S rDNA è stato possibile dare un quadro generale a questa 
complessa comunità microbica, costituita principalmente da Sphingomonas sp., 
Ralstonia sp., Dietza sp. Halomonas sp., Desulfobacteraceae, Methylophilaceae, 
Ectothiorhodospiraceae, Brevibacterium sp., Acinetobacter sp., Peptococcaceae, 
Mezorhizobium sp., Bacillaceae, Acidovorax sp., Ochrobactrum sp., Janibacter 
sp. e due proteobatteri non identificati.  
Dagli studi sopra menzionati, si evince che generi principalmente coinvolti nella 
degradazione del diesel sono molteplici: Micrococcus, Sphingomonas, 
Achromobacter, Bacillus etc; tuttavia quelli maggiormente ricorrenti, anche in 
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condizioni ambientali ed edafiche estreme, sembrano essere i ceppi appartenenti ai 
generi Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. 
 
 
1.2.2 Studio delle cenosi microbiche degradatrici di idrocarburi 
mediante approccio Molecolare 
 
 
In virtù delle tecniche molecolari è oggi possibile studiare un sito contaminato 
sotto molti punti di vista. Essenzialmente due sono i rami più seguiti 
nell’approccio allo studio della comunità microbica: il primo si basa sullo studio 
dei geni coinvolti nella degradazione dei contaminanti, e quindi permette, in un 
secondo momento, di utilizzare queste informazioni per identificare ceppi utili 
tramite la costruzione di sonde o di primer specifici; il secondo, di più ampio 
spettro, mira a dare un quadro complessivo della microflora, permettendo di 
comparare, in tempi brevi, terreni variamente contaminati, bonificati e limitrofi, e 
di dare uno sguardo d’insieme alla complessa popolazione microbica. 
Poiché la capacità degradativa di questi microrganismi è da imputarsi a geni o set 
genici che sono coinvolti positivamente nel processo di biodegradazione, è 
possibile costruire primer specifici per queste sequenze geniche, in modo da 
identificare la presenza o meno di microrganismi utili nella matrice contaminata. 
Nel 1994, Sotsky et al. hanno monitorato la presenza del gene alkB, ossia il gene 
che codifica per la alcano idrossilasi responsabile dell’idrossilazione degli alcani 
C6-C8, e il gene xylE che codifica per la catecolo 2,3-diossigenasi che catalizza la 
rottura del catecolo nella via metabolica degli IPA. Altro gene particolarmente 
interessante è ndoB, codificante per la naftalene diossigenasi, il primo enzima 
coinvolto nella degradazione del naftalene da parte di Pseudomonas putida ATCC 
17484 (Kurkela et al., 1988). TodC1, invece, sintetizza per il primo enzima 
coinvolto nella degradazione del toluene (Zylstra e Gibson, 1989). 
In virtù di queste informazioni, Milcic-Terzic et al. (2001) hanno utilizzato le 
sonde geniche xylE (gene degradatore per il toluene e lo xylene) ndoB (naftalene) 
e alkB (n-paraffina C6-C12) per identificare la presenza di geni catabolici 
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all’interno della popolazione batterica del sito contaminato da diesel, e sulla base 
di questi risultati sono riusciti a determinare la loro potenziale capacità 
biodegradativa. 
Queste informazioni aprono nuove strade al monitoraggio ambientale, in 
particolar modo permettono di capire, in tempi rapidi, se la matrice contaminata 
contiene una microflora indigena con capacità degradative e agire, di 
conseguenza, con metodologie di bonifica poco invasive come la bioaugmentation 
di microrganismi autoctoni, o la biostimulation. 
Con questo tipo di approccio, ad esempio, Márchez-Rocha et al. (2005) sono 
riusciti ad identificare 22 ceppi appartenenti ai generi Pseudomonas sp., Bacillus 
sp. ed Enterobacter. Di questi, 9 ceppi appartenenti a Pseudomonas e 3 ceppi 
appartenenti ad Enterobacter, sono stati in grado di crescere su diesel. Gli altri 
ceppi crescevano comunque variamente su antracene, pirene, naftalene e 7,12-
dimetilbenz[a]antracene. 
 
 
1.3. Verifica della biodiversità microbica nei suoli contaminati da 
idrocarburi 
 
 
L'effetto della contaminazione da idrocarburi sulla comunità microbica del suolo è 
stata studiata estensivamente da diversi autori (Atlas et al., 1991; Juck et al., 
2000; Bundy et al., 2002) che hanno preso in considerazione, per lo più, lo strato 
superficiale del suolo interessato. Al contrario, informazioni circa la diversità 
microbica in strati differenti di suolo non sono mai state analizzate. Proprio 
perché la contaminazione da gasolio penetra più negli strati profondi piuttosto che 
in quelli superficiali, è importante capire la distribuzione della popolazione 
degradante in relazione alla profondità del suolo, e come la distribuzione dei 
pattern microbici influenzano la degradazione. Il sottosuolo ambientale, sebbene 
sprovvisto di sufficienti nutrienti, ossigeno e altri fattori, contiene una schiera di 
microrganismi del suolo che giocano un ruolo essenziale nella decomposizione e 
nel riciclo dei nutrienti. È largamente supposto che il numero di batteri eterotrofi, 
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cambia con la profondità. Questo può essere attribuito ai fattori spaziali e di 
risorse che possono influenzare la diversità microbica nel suolo (Zhou et al., 
2002). La fascia di sottosuolo poco profonda appare essere invasa 
predominantemente dai procarioti adattati specialemente alla crescita e alla 
sopravvivenza in condizioni di nutrizione scarsa; questo strato include anche 
ceppi che possono utilizzare un ampio range di nutrienti. 
Sulla base di ciò, Maila et al. (2005) hanno studiato la diversità microbica in 
differenti strati di suolo dopo la contaminazione da diesel, partendo dal 
presupposto che con l’aumentare della profondità era probabile trovare una più 
bassa popolazione di microrganismi degradatori a causa della forte pressione 
selettiva e delle condizioni estremamente sfavorevoli del suolo. Alla fine di questa 
esperienza giungono alla conclusione che il numero dei TRH (totale degli 
eterotrofi recuperabili) diminuisce con la profondità del suolo, così come il 
numero dei batteri degradanti. La rimozione dei TPH (idrocarburi totali del 
petrolio) nel periodo di incubazione riflette le differenze nel numero di batteri, 
infatti è più alta nel terreno superficiale che in altri strati. Il tasso di respirazione, 
comunque correlato positivamente alla degradazione dei TPH, è anch’esso in 
stretta relazione con il numero dei microrganismi nei vari strati. La biodiversità 
microbica all’interno dei terreni superficiali, e la similarità dei terreni profondi 
può essere spiegata basandoci su fattori nutrizionali e ambientali come il pH o la 
temperatura. Infatti nei terreni superficiali ci possono essere una maggior varietà 
di nutrienti, che consentono un più rapido sviluppo di una carica microbica molto 
eterogenea e che risulta essere in grado di degradare più velocemente e meglio gli 
idrocarburi del gasolio. 
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1.4. Possibili metodologie di bonifica di terreni contaminati da 
gasolio 
 
Per la bonifica biologica di terreni contaminati, è possibile ricorrere a due 
principali categorie di biotrattamenti: i trattamenti in situ e le tecnologie ex situ, 
conosciute anche come sistemi di bonifica on site (sopra-terra). 
I primi comprendono sistemi la cui applicazione non prevede la rimozione del 
suolo contaminato dalla giacitura originaria. Ricadono in questa categoria, 
sostanzialmente, il landfarming, l'air sparging e il bioventing. La bonifica 
biologica in situ presenta il vantaggio di costi relativamente più contenuti rispetto 
ai processi ex situ. D'altra parte il limite di questi sistemi consiste nella difficoltà 
di governare in maniera rigorosa le reazioni degradative. Si applicano i trattamenti 
ex situ quando i metodi in situ non sono in grado di garantire livelli di 
degradazione soddisfacenti a carico dei contaminanti oppure quando, a causa delle 
particolari caratteristiche del suolo (per es. eccessiva compattezza e 
impermeabilità) o dell'elevata concentrazione degli inquinanti, si rendono 
necessari l'escavazione e il successivo trattamento del terreno rimosso, previo 
specifico condizionamento. 
Le principali tecnologie di bonifica ex situ di terreni contaminati comprendono i 
sistemi di trattamento del suolo in fase di torbida all'interno di veri e propri 
reattori (soil slurry bioreactors o soil biowashing equipments) e i trattamenti in 
fase solida, tra i quali si distinguono le biopile (engineered soil piles) e i cumuli 
rivoltati (soil composting windrows). 
In generale i trattamenti chimico-fisici del terreno, come l'incenerimento o il soil 
washing, sono metodologie invasive che causano lo stravolgimento delle 
caratteristiche biotiche, fisiche e chimiche del suolo. I trattamenti chimici possono 
includere l'iniezione diretta di ossidanti chimici all'interno della matrice 
contaminata (Riser-Roberts, 1998), alterando così la composizione chimica della 
matrice. 
La bonifica biologica è un approccio attraente di pulizia dagli idrocarburi che 
derivano dal petrolio perchè è semplice da mantenere, applicabile ad aree vaste, 
redditizia e porta alla completa degradazione del contaminante. Per giustificare 
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un'applicazione pratica, tutti i processi di biorisanamento devono innanzi tutto 
dimostrare che il primo effetto della bonifica è la rimozione del contaminante, e 
che il tasso di degradazione è più alto che il tasso di decontaminazione naturale. 
Una delle difficoltà dello sviluppo delle strategie di bonifica è quella di ottenere 
su campo i medesimi risultati che si ottengono in laboratorio. Le strategie per una 
bonifica non invasiva e naturale includono natural attenuation, biostimulation, 
bioventing, bioaugmentation, landfarming, composting e phytoremediation.  
Sanchez et al. (2000) descrivono l'attenuazione naturale come l'insieme dei 
processi biologici, chimici e fisici che incorrono naturalemente nella 
trasformazione del contaminante, o nella distruzione di composti chimici 
indesiderabili nell'ambiente. I processi coivolti includono la volatilizzazione, la 
diluizione, la dispersione, l’assorbimento e la trasformazione abiotica. In 
constrasto con la biostimulation, la monitorazione dell'attenuazione naturale 
(MNA), se effettiva, produce significanti benefici in terminini di costi e sforzi. 
La bonifica di suoli contaminati da diesel può essere promossa anche dalla 
stimolazione di microrganismi indigeni, attraverso l'introduzione nella matrice 
contaminata di nutrienti e ossigeno (biostimulation), oppure attraverso 
l'inoculazione di un consorzio microbico aumentato nel suolo (bioaugmentation) 
costituito da microrganismi autoctoni o alloctoni. Per ottenere le condizioni 
favorevoli per un'ottima degradazione è necessario conoscere le caratteristiche del 
sito contaminato prima di ogni trattamento. Informazioni base come la 
concentrazione di olio residuo, la densità di popolazione dei microrganismi 
degradanti e la potenzialità della bonifica, sono dei fattori chiave da considerare 
per un ottima bonifica articolo di (Bento et al., 2005) 
Il processo di bioaugmentation, applicato al risanamento di suoli contaminati da 
diesel, coinvolge l'introduzione di microrganismi, autoctoni o alloctoni, che sono 
stati isolati e accresciuti in fermentatori per degradare catene di idrocarburi 
all'interno della matrice contaminata. Il processo di biostimulation introduce 
nutrienti addizionali sottoforma di fertilizzanti organici e/o inorganici, che sono in 
grado di incrementare la popolazione microbica indigena, potenzialmente in grado 
di degradare gli idrocarburi del contaminante. Poiché il C è il maggior costituente 
delle benzine, l'attenzione va focalizzata sull'aggiunta di P e N, sia in forma 
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organica che inorganica, al fine di ottenere un ottimo rapporto C:N:P (Thomas et 
al., 1992) Tra i fertilizzanti inorganici si possono utilizzare urea, compost, 
segatura, concime, (Namkoong et al., 2002; Cho et al., 1997) e altro. L'utilizzo del 
biosolids porta benefici come i bassi costi, il lento rilascio di nutrienti e una buona 
biodisponibilità, tuttavia, proprio a causa del lento rilascio dei nutrienti, non si 
può applicare a zone densamente contaminate, con la successiva difficoltà di 
raggiungere zone del terreno profonde. 
Margesin R. e Schinner F. (2001) hanno messo a confronto l'attenuazione naturale 
con la biostimulation, giungendo alla conclusione, dopo tre anni di 
sperimentazione, che la biostimulation è utile solamente per trattamenti a breve 
termine, poiché al terzo anno di monitoraggio l'attenuazione naturale mostra un 
tasso di degradazione superiore alla biostimulation. 
Questo dato trova riscontro con il lavoro eseguito da Bento et al., i quali, dopo 
aver messo a confronto le stesse tre diverse metodologie, sono giunti alla 
conclusione che la bioaugmentation e la biostimulation possono dare risultati 
significativi in tempi brevi (6/8 settimane) mentre la natural attenuation, pur 
essendo la meno invasiva, richiede molto più tempo. 
 
 
 
 
Fig. Percentuali di degradazione idrocarburica su TPH (total petroleum hydrocarbon) presenti in 
un suolo contaminato da diesel (Bento et al., 2005) 
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Interessante è anche lo studio di Molina-Barahona et al. (2004), che utilizzano la 
biostimulation associata all'utilizzo di residui di piante di grano e di canna da 
zucchero, che agiscono come bulking agents e che, in più, forniscono biomassa 
batterica. I residui di piante di grano (C-CR) hanno dato migliori risultati con una 
degradazione del diesel del 39% dopo 55 giorni. L'utilizzo di CR sembra 
contribuire alla diffusione dell'O2, a rendere più biodisponibili i nutrienti minerali 
e a fungere da supporto meccanico per la biomassa batterica. 
Un problema generale delle tre tecniche menzionate può essere legato ai composti 
del diesel più pesanti che rimangono nel suolo e che vengono degradati molto più 
lentamente rispetto ai composti leggeri (Nocerini et al., 2000). In questo contesto, 
Sarkar et al. (2005) hanno messo a confronto l'attenuazione naturale con due 
diversi metodi di biostimulation: quella con ammendanti inorganici e quella con 
ammendanti biosolids. I risultati di questa ricerca dimostrano un tasso di 
degradazione maggiore del diesel nei terreni biostimolati con ammendanti 
biosolids. Il largo incremento della popolazione microbica suggerisce che 
l'aggiunta di C può aver inciso positivamente nell'aumento della degradazione dei 
TPH (total petroleum hydrocarbon) a causa di un terreno povero in C. Comunque, 
non sono riportate grandi differenze nel tasso di degradazione tra l'utilizzo di 
ammendanti inorganici o di ammendanti biosolids. 
Una metodologia che può essere considerata come l’evoluzione della 
bioaugmentation e della biostimulation e che riveste sicuramente un ruolo 
importante nei trattamenti di bonifica è il landfarming. Si tratta di una tecnologia 
ex situ on site che prevede la disposizione di strati di terreno contaminato e di 
contaminanti su una superficie impermeabile e l' adozione di procedure idonee a 
creare e mantenere condizioni ottimali per lo sviluppo delle popolazioni 
microbiche.  
Devono essere assicurati: il corretto bilanciamento dei nutrizionali di sistema, il 
trasferimento di ossigeno alle popolazioni microbiche mediante rimescolamento 
del materiale o aggiunta di agenti adatti a facilitare il passaggio dell' aria e dei gas 
prodotti dalla decomposizione dei contaminanti (bulking agents), un tenore di 
umidità e pH ideale per i processi naturali. 
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In questo modo è possibile controllare meglio fattori edafici, ambientali e biotici, 
separare eventuali frazioni di terreno particolarmente refrattarie da trattare a parte 
(Kuyukina et al., 2003), e quindi condurre il processo verso la completa 
degradazione dell’inquinante in tempi brevi, in modo semplice e relativamente 
non invasivo. La tecnologia, che richiede superfici adeguate e impone sistemi di 
drenaggio e raccolta delle acque meteoriche, non e' adatta in presenza di 
contaminanti volatili, pericolosi per la salute degli operatori. 
Molti sono i successi di bonifica su campo legati a questa metodologia. In un sito 
vicino a Fairbanks, AK, Reynolds et al. (1994) hanno utilizzato il landfarming per 
risanare un’area moderatamente contaminata da diesel. Dopo 7 settimane, nelle 
quali sono stati aggiunti nutrienti e il suolo è stato periodicamente rivoltato, i TPH 
sono stati ridotti da 6200 a 280 mg/kg. Anche Wingrove (1997) ha applicato il 
landfarming ad un sito in quianto da diesel vicino a Pukatawagan, Manitoba, e 
dopo sole 4 settimane la concentrazione dei TPH è stata portata da 13000 mg/kg a 
250 mg/kg. 
McCarthy et al. (2004) infine dimostrano, tramite la bonifca di un sito artico, 
come questa metodologia sia assolutamente indispensabile per tutti quei siti che 
sono soggetti a condizioni climatiche estreme. 
L’insieme di tecniche, basate sull’utilizzo di microrganismi, presenta i seguenti 
vantaggi: 1) di rimuovere completamente le molecole in oggetto (solo gli agenti 
biologici garantiscono la completa mineralizzazione degli inquinanti); 2) di 
attuare la rimozione attraverso meccanismi del tutto naturali, che avvengono 
spontaneamente nei diversi comparti ambientali; ci si limita ad intervenire sulle 
condizioni ambientali perché tale processo avvenga più rapidamente e in modo 
soddisfacente. Inoltre, nel caso di bioremediation in situ la tecnica risulta 
estremamente rispettosa degli equilibri dinamici dell’ecosistema e rappresenta il 
tipo di intervento ecologicamente più soft che si possa prevedere in quanto non 
comporta mobilizzazione del terreno né, di conseguenza, alterazioni profonde del 
sito. Solo le popolazioni microbiche capaci di degradare gli inquinanti subiranno 
incrementi consistenti con alterazione della composizione della microflora totale, 
alterazione peraltro già in atto per la pressione selettiva esercitata 
dall’inquinamento stesso. Tale squilibrio è destinato a regredire una volta 
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terminato il risanamento o ottenuta la drastica riduzione della concentrazione delle 
molecole inquinanti, lasciando spazio al riassestamento della componente biotica 
dell’ecosistema su un nuovo equilibrio dinamico che per lo più prevede un 
recupero della biodiversità non solo microbica ma anche delle altre componenti 
animali e vegetali del suolo; 3) i costi variano fortemente a seconda che si tratti di 
bioremediation in situ o ex situ: mentre nel secondo caso sono rilevanti, nel primo 
sono molto più contenuti e in genere tra i più bassi previsti per il risanamento. 
Gli aspetti negativi e i limiti di questo trattamento sono da ricercare soprattutto 
nella possibilità che gli inquinanti vengano degradati soltanto parzialmente e che 
metaboliti, eventualmente più tossici del composto di partenza, si possano 
accumulare nella matrice contaminata. Questa è la ragione per la quale è 
indispensabile, nel monitoraggio del trattamento, non limitarsi ad accertare la 
scomparsa dell’inquinante, ma verificare anche la sua mineralizzazione. 
Ci può essere un effetto concentrazione che incide in termini negativi. Infatti se la 
concentrazione degli inquinanti è troppo bassa per supportare crescita microbica 
non si innesca il processo di rimozione; d’altra parte se la concentrazione è troppo 
elevata può risultare inibente o tossica anche per quei microrganismi che hanno la 
capacità di metabolizzare il composto in esame. 
I tempi di rimozione non sono in genere brevi o brevissimi; infatti, ci vuole un 
certo tempo per l’acclimatazione dei microrganismi e per lo svolgimento della 
loro attività (Pritchard et al., 1996). 
Il processo non può essere avviato o fermato a piacimento. 
La necessità di aggiungere nutrienti può anche entrare in contraddizione con le 
normative vigenti che regolano e limitano l’immissione di sali minerali nei suoli. 
Per quanto riguarda i fattori ambientali non tutti possono essere facilmente 
modificabili durante il trattamento. Inoltre, l’inquinamento non avviene quasi mai 
ad opera di un singolo inquinante, ma di una miscela di inquinanti che possono 
realizzare un effetto sinergico negativo sulla microflora (Sorlini 2005). 
In conclusione, le metodologie da applicare a un sito contaminato sono molteplici, 
si possono adattare a svariate situazioni ed alcune possono anche lavorare in modo 
sinergico. Prima di decidere come operare, è quindi necessario analizzare 
accuratamente il sito e decidere quale strategia applicare in base all’impatto 
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ambientale che si può recare, ai costi e ai tempi di intervento, giocando su una 
sottile linea tra l’invasività del metodo e la completa degradazione del 
contaminante con il recupero del sito inquinato. 
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1.5. Scopo del presente lavoro di tesi 
 
 
Il suolo e le falde sono spesso contaminate con gasolio o diesel a causa dello 
sversamento di cisterne interrate. Poichè la contaminazione da olio penetra più 
negli strati profondi piuttosto che in quelli superficiali, è importante capire in che 
modo cambia la distribuzione della popolazione microbica con la profondità del 
suolo e come ciò può influenzare la degradazione. 
Anche se molti studi sono stati effettuati sull’identificazione di specie utili, ancora 
poco si sa di come la microflora totale possa variare a seconda della profondità di 
un terreno contaminato. Inoltre, risulta interessante avere un quadro generale della 
popolazione microbica prima e dopo l’intervento di bonifica mettendo a confronto 
i diversi pattern microbici. 
In virtù di ciò, nel presente studio sono stati analizzati, sia dal punto di vista 
microbiologico che chimico/fisico, campioni di terreno prelevati a diversa 
distanza e profondità dalla fonte di contaminazione prima e dopo l’avvenuta 
bonifica tramite landfarming (ex situ on site). 
Il lavoro si è svolto in tre fasi successive: 
 
 
1. Campionamento del terreno prima e dopo la bonifica biologica 
 
2. Isolamento di ceppi autoctoni utili alla biodegradazione di gasolio in 
condizioni di mesofilia e psicrofilia e successiva identificazione tramite 
sequenziamento del 16S rDNA. 
 
3. Test della tossicità per verificare il comportamento della microflora 
batterica in condizioni di concentrazioni maggiori di gasolio 
 
4. Studio della biodiversità microbica dei campioni di terreno tramite 
DGGE 
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2. Materiali e metodi 
 
 
2.1 Informazioni sul sito 
 
 
L’area “ex-Macelli” è situata in via Bocca di Gora, in località Tinaia del Comune 
di Quarrata (PT). Il sito risulta localizzato nella piana alluvionale del torrente 
Ombrone Pistoiese, in immediata destra orografica del Fosso di Colecchio, che 
margina a nord dell’area di intervento. 
Si tratta di un’area industriale attualmente dismessa. L’attività che, 
prevalentemente, ha interessato il sito di studio è rappresentata dalla macellazione 
di capi. Attualmente l’area risulta occupata dalla sede della Vigilanza Antincendi 
Boschivi (V.A.B.) mentre la sua destinazione d’uso risulta essere quella 
commerciale – industriale. 
A seguito delle risultanze analitiche ottenute dalle attività di investigazione 
preliminare condotte in conformità con quanto previsto dall’allegato 2 del D.M. 
471/99, presso l’area in oggetto, si era resa necessaria la predisposizione di un 
Progetto di Bonifica in quanto erano stati riscontrati superamenti dei Valori di 
Concentrazione Limite Accettabili (VCLA) stabiliti dagli allegati tecnici del D.M. 
471/99. I superamenti erano stati rilevati sui campioni di suolo prelevati nell’area 
adibita a parcheggio per gli ex-dipendenti dei macelli comunali nonché in 
prossimità delle cisterne interrate e fuori terra presenti all’interno del sito. 
Ulteriori superamenti dei VCLA erano stati inoltre riscontrati anche per i 
campioni di miscela di acqua e fanghi presenti nella prima delle due vasche di 
decantazione presenti all’interno dell’area. 
I superamenti rilevati facevano riferimento essenzialmente ai composti 
idrocarburici pesanti (C>12) e a due metalli pesanti: Nichel e Cromo. Tuttavia 
mentre il superamento per gli idrocarburi pesanti v
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antropico, il superamento dei VCLA da parte dei metalli pesanti risulta legato alla 
natura intrinseca del materiale di riporto impiegato per la formazione del piazzale. 
L’intervento di risanamento è quindi stato articolato secondo la seguente 
procedura operativa: 
 
- asportazione della miscela di acqua e fanghi contenuta nelle due vasche 
interrate presenti, e successiva pulizia delle vasche stesse 
- bonifica e asportazione delle cisterne presenti: cisterna interrata da 5 mc, 
contenete olio combustibile; cisterna fuori terra da 2 mc, contenente 
gasolio; cisterna interrata da 3 mc, contenente gasolio, posta al di sotto 
della cisterna di gasolio fuori terra; 
- rimozione e biobonifica mediante landfarming dei terreni presenti intorno 
alle cisterne e nell’area identificata come “parcheggio mezzi dipendenti”. 
 
Le operazioni di rimozione e smaltimento delle cisterne interrate, localizzate in 
corrispondenza delle due aree soggette ad intervento di asportazione e trattamento 
matrice suolo/sottosuolo contaminata da composti organici, hanno previsto 
l’espletamento delle seguenti attività: 
 
- asportazione dei prodotti presenti nei serbatoi mediante un servizio di 
autospurgo affettuato con l’utilizzo di autobotti dotate di canaljet; 
- verifica di assenza di tracce di gas e vapori infiammabili a mezzo di 
specifica strumentazione (PAC EX2) finalizzata alla verifica di idoneità 
alle successive fasi di rimozione e taglio; 
- scavo e accantonamento dei materiali terrigeni superficiali non 
contaminati, utilizzati come copertura e/o sostegno dei serbatoi; 
- scavo e rimozione dei materiali contaminati intorno ai serbatoi, con 
successivo conferimento presso l’area di stoccaggio temporaneo 
preliminarmente allestita in corrispondenza dell’ubicazione del vaglio 
meccanico; 
- estrazione e taglio in pezzatura idonea al trasporto; 
- trasporto e conferimento  
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Le indagini ambientali svolte hanno rilevato che il terreno posto a diretto contatto 
con le pareti dei serbatoi risultava contaminato da idrocarburi Hc C>12 in 
riferimento alla specifica attività di destinazione d’uso del sito in oggetto. 
Operativamente, le fasi preliminari al trattamento del terreno contaminato 
effettuato mediante landfarming, sono state eseguite secondo la seguente 
sequenza: 
 
- delimitazione dell’area di scavo 
- scavo e movimentazione del materiale presso l’area dedicata; 
- stoccaggio temporaneo del materiale presso l’area dedicata; 
- collaudo delle aree sottoposte a risanamento mediante prelievo di 
campioni; 
- ripristino morfologico delle aree sottoposte ad escavazione a conclusione 
delle attività di biotrattamento. 
 
A livello quantitativo, il progetto di bonifica prevedeva la suddivisione in lotti di 
intervento di geometria definita. 
 
 
Ubicazione Superficie Profondità 
media 
Totale 
m3 
Cisterna gasolio interrata 5 x 5 m     25 mq 3,0 m 7,5 mc 
Cisterna interrata olio 
combustibile 10 x 10 m  100mq 1,5 m 150 mc 
Area parcheggio 5 x 5 m     25 mq 1,0 m 25 mc 
TOTALE   250 mc 
 
Tab 1. Aree che sono state soggette al trattamento. 
 
 
La profondità effettiva di scavo è stata definita utilizzando un fotoionizzatore da 
campo (PID) in grado di rilevare con approssimazione semiquantitativa 
l’orizzonte di suolo non contaminato. 
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Tutte le operazioni di escavazione sono state effettuate mediante l’utilizzo di un 
escavatore meccanico che ha congiuntamente provveduto al carico su mezzo di 
trasporto per la movimentazione interna al cantiere, fino al raggiungimento 
dell’area di stoccaggio temporaneo. 
Il materiale così prodotto è stato stoccato in un’area ubicata in prossimità del sito 
di proprietà del Comune di Quarrata in adiacenza all’area deputata ad ospitare la 
vasca per il trattamento di bioremediation. 
L’area di stoccaggio temporaneo, di superficie pari a circa 200 mq, 
preliminarmente al conferimento dei materiali è stata oggetto di 
impermeabilizzazione mediante posa in opera di telo di materiale polimerico 
(LDPE con armatura in HPDE) dello spessore di 0,5 mm. 
Il materiale terrigeno, depositato dal 27 maggio 2005 al 3 giugno 2005, è stato 
giornalmente coperto con telo in polietilene in modo da evitare fenomeni di 
dilavamento da parte di acque meteoriche. 
A conclusione delle attività di escavazione, il materiale terrigeno è stato 
sottoposto a trattamento meccanico mediante selezione granulometrica effettuata 
con utilizzo di vibro vaglio con setacci intercambiabili in modo tale da 
raggiungere progressivamente la granulometria necessaria per l’intervento di 
landfarming (40 mm) ed ottenere in ultima analisi le seguenti frazioni 
granulometriche: 
 
- una frazione granulometrica di diametro compreso tra i 0 e 40 mm; 
- una frazione granulometrica di diametro superiore a 40 mm. 
 
In relazione alle succitate frazioni sono, quindi, state effettuate attività di 
campionamento per la verifica del contenuto di idrocarburi presenti Hc C>12 con 
lo scopo di definire da un lato la possibilità di riutilizzare tal quale il materiale a 
granulometria superiore a 40 mm (verifica della conformità ai VCLA previsti dal 
D.M. 471/99 per siti ad uso commericale ed industriale) e dall’altro le 
caratteristiche chimiche dei materiali a granulometria inferiore a 40 mm al fine di 
calibrare il successivo intervento di risanamento mediante tecnica di landfarming. 
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Il processo di bioremediation è stato allestito in area adiacente a quella già 
individuata per il processo di selezione meccanica ed ha previsto l’espletamento 
delle seguenti fasi operative: 
 
- realizzazione della vasca di trattamento; 
- realizzazione del sistema di drenaggio ed irrigazione; 
- avvio e gestione del sistema di bonifica; 
- smantellamento del sistema di bonifica. 
 
Le dimensioni della vasca deputata ad ospitare il processo di biorisanamento sono 
riportate di seguito: 
 
- larghezza: 15 m 
- lunghezza: 20 m 
- altezza 0,65 cm 
 
 
 
 
Fig 5. Allestimento della vasca 
per il landfarming 
 
 
 
 
Fig 6. Opera di escavazione della matrice 
contaminata 
 
 
A conclusione della definizione fisica della vasca di trattamento si è, quindi, 
proceduto con le operazioni di impermeabilizzazione del fondo e degli argini, 
mediante posa in opera di telo impermeabile di materiale polimerico (HDPE) 
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dello spessore di 0,8 mm fissato agli argini perimetrali con picchetti metallici e 
con riporto di materiale terrigeno alla base degli argini. 
 
 
A conclusione della fase di allestimento del sistema di biobonifica si è provveduto 
alla stesura del materiale terrigeno vagliato fino al raggiungimento di uno 
spessore del bioreattore pari a 50 cm. 
Il sistema di trattamento è stato attivato in data 27 luglio 2005 ed ha previsto un 
primo rivoltamento del materiale non additivato con enzimi, additivazione che è 
stata effettuata in data 03 agosto 2005. 
Il processo di bioattivazione ha previsto il dosaggio dei seguenti prodotti: 
 
- Micropan petrol: attivatore biologico applicato in un’unica soluzione 
direttamente sul terreno oggetto di trattamento previa dispersione in acqua; 
- Micropan NP 100: integratore nutritivo applicato in un’unica soluzione 
direttamente sul terreno oggetto di trattamento previa dispersione in acqua. 
 
Durante tutto il processo di biobonifica che si è protratto fino al 15 settembre 
2005 le attività di gestione del processo di trattamento sono state espletate 
secondo la seguente sequenza: 
 
- movimentazione del terreno tramite l’utilizzo di un miniescavatore dotato 
di pala; 
- irrigazione periodica del terreno con controllo del grado di umidità; 
- prelievo di un campione medio prelevando da più punti sparsi all’interno 
della vasca di trattamento a varie profondità. 
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Data prelievo 
campione R.d.p. Parametro 
Valore di concentrazione 
(mg/kg) 
14 giugno 2005 5695 Idrocarburi C >12 580.0 
18 agosto 2005 7810 Idrocarburi C >12 119.2 
24 agosto 2005 8017 Idrocarburi C >12 132.2 
30 agosto 2005 8128 Idrocarburi C >12 48.9 
 
Tab 2. Dati relativi ai campionamenti di monitoraggio effettuati. 
 
 
Terminate le attività di trattamento del materiale sottoposto a processo di 
biobonifica e riscontrato il raggiungimento della conformità ai VCLA sito 
specifici sui lotti posti a escavazione, a partire dal 07 al 22 febbraio 2006 sono 
state riprese le attività di ripristino dei luoghi con smantellamento della vasca di 
landfarming e ripristino morfologico. 
I lotti sottoposti ad escavazione sono stati riscontrati fino al raggiungimento della 
quota di piano di campagna. La posa in opera del terreno è stata effettuata con 
escavatore meccanico secondo strati successivi di posa con spessore non superiore 
a 15- 20 cm. Ciò al fine di conferire ai materiali posti in loco un buon livello di 
compattazione. 
Per quanto riguarda l’impianto di landfarming si è provveduto allo 
smantellamento di tutte le strutture a servizio del sistema di trattamento (rete di 
irrigazione, sistema di raccolta delle acque di drenaggio) ed alla rimozione del telo 
impermeabile posto a protezione del terreno d’imposta. Il ripristino dei luoghi è 
stato completato con un rimodellamento morfologico che ha previsto la rimozione 
degli argini di protezione della stessa vasca. 
Concludendo, i lavori di cantiere hanno avuto inizio in data 09/06/2005 e si sono 
conclusi in data 22/02/2006 con la fine delle attività di rispristino morfologico 
delle aree sottoposte a sbancamento e con l’allontanamento dal cantiere delle 
cisterne estratte e bonificate. 
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2.2 Campionamento della matrice ambientale 
 
 
Il campionamento del terreno è stato effettuato in due periodi diversi: il primo, 
avvenuto in data 02/06/2005, ha interessato la matrice di terreno variamente 
contaminata prima dell’inizio dei lavori di bonifica; il secondo, avvenuto in data 
03/03/2006, è stato effettuato su suolo bonificato e su suolo limitrofo non 
contaminato. 
Il terreno è stato prelevato con spatole di lunghezza pari a 15 cm e posto in 
sacchetti di plastica sterili e in falcon sterili da 50 ml.  
Nel primo campionamento, il terreno è stato prelevato a diversa distanza e 
profondità dalla fonte di contaminazione in modo da avere un quadro complessivo 
dell’area contaminata. I campionamenti sono stati effettuati secondo lo schema 
riportato di seguito. 
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Campione di 
terreno Sezione trasversale 
Distanza dalla fonte 
di sversamento 
A Da 60 cm a 80 cm di profondità 0 m 
B Da 10/15 cm a 60 cm di profondità 0 m 
Sup Da 0 cm a 10 cm di profondità 0 m 
V Da 15 cm a 60 cm 0 m a 1 m 
M Da 15 cm a 60 cm Da 1 m a 2 m 
L Da 15 cm a 60 cm Da 2 m a 3 m 
 
Fig 7. Vista tridimensionale del sito con relativi punti di prelievo. In verde chiaro la posizione 
della cisterna interrata. 
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Nel secondo campionamento è stato prelevato terreno bonificato in 5 punti diversi 
dell’area trattata (indicato con le sigle R1, R2, R3, R4 e R5) e terreno limitrofo in 
4 punti diversi (P1, P2, P3, P4). 
 
 
Fig 8. Campionamenti effettuati su terreno bonificato (a) e limitrofo (b).  
 
 
Una volta prelevati, i campioni di terreno sono stati aliquotati e messi a 4° C e a -
80° C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) b) 
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2.3 Analisi Chimico/fisiche 
 
2.3.1 Analisi Fisiche 
 
 
Il terreno campionato è stato messo a incubare a 50° C per 4 giorni in modo da 
eliminare la matrice liquida, dopodichè è stato pestellato e passato al setaccio (2 
mm). Una volta fatto questo, ne sono stati pesati 10 g e posti in una bottiglia da 
500 ml. Quindi vengono aggiunti 10 ml di esametafosfato di sodio (disperdente), 
che serve a separare gli aggregati che formano le particelle di terreno. Dopo aver 
portato ad un volume di 200 ml con H2O distillata, la bottiglia viene messa in 
agitazione per 2 h a 120 rpm. Passate le due ore, il liquido è stato versato nel 
levigatore. A questo punto il levigatore è stato agitato e lasciato incubare a 
temperatura ambiente per 20 h. Nel frattempo vengono prese le navicelle e poste a 
100° C per un paio d’ore in modo da eliminare la componente umida; quindi 
vengono pesate tenendo conto della 4° cifra decimale.
 
Fig 9. Levigatori di Esenwein durante le analisi 
fisiche. 
 
Il giorno dopo (passate le 20 h) 
vengono prese le navicelle, poste 
sotto al rubinetto del levigatore e 
riempite con 10 ml di terreno in 
soluzione: in questo modo è stata 
ottenuta la fase argillosa. 
Una volta fatto questo per tutti i 
campioni, il levigatore viene 
nuovamente agitato e lasciato 
incubare a temperatura ambiente per 
12 minuti. Passato il tempo 
necessario, si effettua un’operazione 
analoga a quella precedente con una 
Materiali e metodi 
 30 
nuova navicella: in questo modo sarà 
possibile calcolare la componente 
limosa. Dopo 24 h a 100° C, sono 
state pesate le navicelle e calcolato, 
tramite la legge di Stokes, la 
percentuale argillosa, quella limosa e 
quella sabbiosa per differenza 
 
 
2.3.2 Analisi chimiche 
 
 
Le analisi chimiche sono state effettuate sul pH, sul contenuto in carbonio totale, 
sul contenuto in carbonato di calcio e sul contenuto in idrocarburi. 
pH. Per quanto riguarda il pH, sono stati presi 10 g di ciascun campione a cui 
sono stati aggiunti 25 ml di H2O deionizzata; dopo aver atteso 30 minuti sono 
state effettuate le misurazioni mediante pHmetro. 
Contenuto in Carbonio. Il contenuto in carbonio totale è stato misurato 
attraverso un determinatore automatico di carbonio (ELTRA 900CS), che 
raggiunge 1456° C, collegata ad uno spettrofotometro. Dopo aver pesato 0,5 g di 
terreno su di una navicella di materiale resistente alle alte temperature, questa 
viene inserita all’interno della macchina. Nell’arco di pochi secondi il suolo 
brucia liberando CO2 che viene rilevata dallo spettrofotmetro. 
Il contenuto in CaCO3 è stato misurato mediante il calcimetro di Sheibler. 
Dopo aver messo 1 g di terreno in una beuta, vengono aggiunti 5 ml di HCl (1:2) 
che reagiscono con il carbonato liberando CO2 che viene misurata mediante il 
calcimetro. 
In virtù della legge dei gas perfetti è possibile calcolare la percentuale di carbonio 
inorganico presente in 1 g di suolo. 
Sottraendo questo valore al carbonio totale è possibile ottenere la percentuale del 
carbonio organico. 
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TPH. Il campione di suolo (1,5 g) preventivamente essiccato all’aria, è stato 
miscelato con solfato di sodio per allontanare acqua residua e posto in provette di 
vetro munite di chiusura. Al terreno sono stati aggiunti 15 ml di 1,1,2-
triclorotrifluorotano (rapporto di estrazione 1:10) e la provetta chiusa è stata posta 
in agitazione meccanica per 2 ore. Il contenuto della provetta è stato fatto passare 
attraverso speciali colonne riempite con “Florisil” (MgO3Si), preventivamente 
attivate con 10 ml di estraente e raccolto in cuvetta per la lettura allo spettrometro 
infrarosso ad un intervallo di lunghezza d’onda compresa tra 3200 e 2800 cm-1 (H. 
Platen, 1995) 
 
 
2.4. Caratterizzazione microbiologica della matrice contaminata 
 
 
2.4.1. Caratterizzazione della cenosi batterica del terreno 
contaminato mediante analisi DGGE (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) 
 
 
Questo tipo di analisi permette di separare su un gradiente di formammide/urea 
prodotti di PCR di uguale lunghezza ma di diversa composizione di basi.  
 
 
2.4.2. Estrazione di DNA da suolo 
 
 
L’estrazione di DNA da terreno è stata effettuata utilizzando il FastDNA®SPIN 
Kit per il suolo. In ogni Lysing Matrix E Tube, contenenti 500 mg di palline di 
vetro di vario diametro, vanno pesati 500 mg di terreno campionato. 
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Dopo aver aggiunto 978 µl di Buffer sodio fosfato e 122 µl di Buffer MT, i 
campioni sono stati sottoposti ad agitazione meccanica mediante Bead Beating per 
30 secondi alla massima velocità; questo passaggio ha la funzione di separare le 
cellule dalla componente suolo. In questa fase le particelle di vetro collidono con 
le particelle di suolo disgregandole e liberando le cellule dei microrganismi 
presenti. 
A questo punto, viene eseguita una centrifugazione a 14.000 rpm per 30 secondi. 
Il sovranatante viene trasferito in un tubo pulito e, dopo aver aggiunto 250 µl di 
PPS, miscelato accuratamente. Dopo una centrifugazione a 14.000 rpm per 5 
minuti il pellet precipita e il sovranatante viene trasferito in un tubo da 15 ml a cui 
si addiziona 1 ml di Binding Matrix Suspension. La miscela viene capovolta più 
volte per 2 minuti e lasciata in un rack per 3 minuti per permettere alla soluzione 
di Binding Matrix di legarsi al DNA. Vengono rimossi 500 µl di sovranatante, 
quindi viene risospesa il restante Binding Matrix nel sovranatante rimanente. 
Vengono trasferiti 600 µl della restante mistura in uno SPINTM Filter e vengono 
eseguite delle centrifugazioni successive a 14.000 rpm per 1 minuto. Dopo aver 
svuotato il tubo di raccolta, vengono aggiunti 500 µl di SEWS – M ed eseguite 
due centrifugazioni a 14.000 rpm per 2 minuti. A questo punto viene messo un 
nuovo tubo di raccolta e lo SPINTM Filter viene lasciato ad asciugare per 5 minuti. 
Infine, vengono aggiunti 50 µl di DES e, per mezzo di una pipetta, la mistura 
viene miscelata accuratamente. Dopo una centrifugazione a 14.000 rpm per 1 
minuto, il DNA viene eluito nel tubo di raccolta ed è così pronto per i successivi 
utilizzi. 
A questo punto viene effettuato un gel test per verificare la quantità e la qualità 
del DNA estratto. Sono stati caricati 5 µl del marker 100 pb, 5 µl di ogni 
campione addizionato con 2 µl di gel loading buffer.  
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2.4.3. Amplificazione del 16S rDNA 
 
 
Dall’estrazione del DNA totale da suolo, è possibile, attraverso la costruzione di 
primer specifici, amplificare determinate regioni, e studiare, quindi, la struttura 
della popolazioni batterica. 
In tutti i casi sono stati utilizzati Master Mix della Takara e della Promega, come 
riportato in tabella. 
Per quanto concerne i batteri, sono stati utilizzati i primer F984GC e R1378 
(tabella 5) per amplificare la regione V6 – V8 di 450 pb, del gene 16S rRNA. Per 
tale scopo è stato utilizzato il seguente programma di PCR. 
 
 
Amplificazione della regione V6 – V8 
Temperatura Tempo (espresso in minuti) Numero di Cicli 
94° C 05:00 1 
95° C 01:00 
53° C 01:00 
72° C 02:00 
35 
72° C 10:00 1 
4° C ∞  
 
Tab 3. Programma utilizzato per l’amplificazione della regione V6 - V8 
 
 
 Takara Promega 
Reagente [  ] Mix per 1 [  ] Mix per 1 
Buffer Free 10X 2,5 µl 5X 5 µl 
dNtp 2,5 mM 2 µl 10 mM 0,5 µl 
MgCl2 25 mM 1,5 µl 25 mM 3,75 µl 
27f 10 µM 0,5 µl 10 µM 0,5 µl 
1495r 10 µM 0,5 µl 10 µM 0,5 µl 
H2O - 17,5 µl - 12,9 µl 
Taq 5 u/ µl 0,4 µl 5 u/µl 0,4 µl 
Vf  24 µl  24 µl 
 
Tab 4. Master Mix utilizzati per la reazione di amplificazione. 
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Primer Sequenza da 5’ a 3’ Regione 
amplificata 
F984GC 
CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 
GCG GGG GCA CGG GGG G – ACC GCG 
AAG AAC CTT AC (Bacteria) 
Heuer et al., 1997 
R1378 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG (Bacteria) Heuer et al., 1997 
 
Tab 5. Primer utilizzati nell’amplificazione delle regioni V6 – V8. 
 
 
Per verificare la bontà dell’amplificazione e quantificarne il prodotto occorre 
eseguire un gel test caricando 5 µl di marker 100 pb nei pozzetti esterni e 5 µl del 
prodotto di amplificazione addizionato con 2 µl di gel loading buffer. 
 
 
2.4.4. Preparazione del gel elettroforetico 
 
 
I vetri necessari per la formazione del gel sono stati puliti con etanolo al 70%, 
quindi è stato ritagliato un foglio plastificato della dimensione del vetro ed vi è 
stato adagiato sopra per mezzo di H2O MilliQ. A questo punto vengono messi 
degli spaziatori dello spessore di 0,75 mm e viene adagiato sopra il secondo vetro. 
In questo modo tra i due vetri è stato creato uno spazio dello spessore di 0,75 mm 
nel quale andrà colata la soluzione formante il gel di poliacrilammide. Per evitare 
la fuoriuscita della soluzione prima della sua polimerizzazione, è necessario 
chiudere la base dei due vetri mediante scotch di carta, e aggiungere vasellina 
sugli spaziatori. 
A questo punto i due vetri vengono fissati in posizione verticale, viene aggiunto il 
pettine e inizia, quindi, la fase di preparazione del gel. 
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La caratteristica principale di questo gel sta nel gradiente di denaturante, ossia nel 
garantire, dall’alto verso il basso, due diversi gradienti. Per quanto riguarda lo 
studio del 18S rDNA delle popolazioni fungine, viene adottato il seguente 
gradiente di formammide/urea: 18% e 38% dall’alto verso il basso. Per quanto 
riguarda lo studio del 16S rDNA delle popolazioni batteriche, viene adottato il 
seguente gradiente di formammide/urea: 26% e 58% dall’alto verso il basso. 
Le maglie del gel per lo studio delle popolazioni fungine hanno un rapporto 
costante di BIS/ACR del 7,5%; nel gel utilizzato per lo studio delle popolazioni 
batteriche, le maglie variano dal 6 al 9% di BIS/ACR, sempre dall’alto verso il 
basso. 
Gel per lo studio del 16S rDNA. Vengono preparati, in due falcon distinte, i due 
gradienti di formammide/urea al 26 e al 58%. In entrambe le soluzioni vengono 
aggiunti i catalizzatori di reazione: 45 µl di APS al 10% e 26 µl di Temed. Quindi, 
le due soluzioni vengono messe dentro due siringhe, i cui fori di uscita vengono 
collegati per mezzo di un tubicino di plastica terminante con un’ago. Le due 
siringhe vengono fissate ad un supporto di plastica e l’ago inserito nel sottile 
spazio creato tra i due vetri preparati in precedenza. A questo punto, premendo 
sullo stantuffo in contemporaneamente, le due soluzioni si miscelano e vanno a 
formare il gel di poliacrilammide. 
Gel per lo studio del 18S rDNA. Il procedimento è lo stesso. Cambiano solo i 
gradienti di formammide/urea (18% e 38%) come detto in precedenza. 
 
Una volta polimerizzato, il pettine viene tolto e il gel viene adagiato in una vasca 
contenente TAE 5X. Dopo aver pulito le tasche di caricamento, il buffer viene 
portato alla temperatura di 58° C. A questo punto vengono caricati i prodotti di 
amplificazione.  
Nel nostro caso, considerando che il pozzetto può contenere un massimo di 25 µl, 
sono stati caricati 10 µl dei campioni B, B1, B2, V, V1, V2, L, e 17 µl degli altri 
campioni rimanenti. 
A questo punto inizia la corsa elettroforetica a 220 V per 6 h a 58° C. 
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Il giorno dopo viene interrotta la corse e viene effettuata la colorazione del gel. 
Innanzi tutto occorre fissare il DNA attraverso la soluzione fissativa. Il gel è stato 
preso e immerso in 100 ml di tale soluzione e agitato per 2 minuti. Dopo aver 
svuotato il vassoio, sono stati aggiunti 100 ml di una soluzione formata da H2O 
MilliQ addizionata a 0,2 g di AgNO3. Dopo aver agitato per circa 15 secondi, il 
gel è stato sciacquato con H2O deionizzata in modo da eliminare l’ AgNO3 in 
eccesso. A questo punto è stato preso un vassoio pulito nel quale è stato messo il 
gel più una soluzione di sviluppo costituita da 100 ml di NaOH all’1,5% e 400 µl 
di formaldeide. A questo punto si agita manualmente fino a che le bande non 
risultano ben visibili. Quindi, è stata eliminata la soluzione di sviluppo e aggiunta 
la soluzione di stop (100 ml) per 10 minuti in lieve agitazione. Infine, la 
membrana viene messa per 7 minuti in 100 ml soluzione di conservazione 
costituita da glicerolo (10%) ed etanolo (25%). Quindi il gel viene tolto e fatto 
asciugare a temperatura ambiente o a 37° C e ricoperto con una pellicola di 
cellofan. 
 
 
2.4.5. Analisi dei profili elettroforetici 
 
 
Per ciascun profilo elettroforetico è stata costruita una matrice di correlazione di 
Pearson mediante l’utilizzo del software SPSS 8.0. La rappresentazione della 
struttura della popolazione microbica è stata ottenuta mediante dendrogramma 
sottoponendo le matrici a cluster analysis con il metodo UPGMA (NTSYS 
Software) (Kropf et al., 2004). 
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2.4.6. Stima della carica microbica mediante conta delle colonie su 
piastra (CFU) 
 
 
1gr di ciascun campione di terreno è stato messo in una falcon contenente 9 ml di 
H2O sterile; la miscela è stata vortexata per 2 minuti e sono state effettuate 
diluizioni seriali (1:10). 100µl delle varie diluizioni sono stati piastrati su NA 
(Nutrient Agar, OXOID), PDA (Potato Dextrose Agar, OXOID) e Waksman, per 
poter effettuare la conta della carica microbica rispettivamente dei batteri, dei 
funghi e degli attinomiceti. Le piastre sono poi state messe ad incubare a 30° C. 
Dopo 2/3 giorni è stato possibile effettuare la conta dei batteri, quella dei fungi 
dopo 4/5 giorni, mentre per gli attinomiceti è stato necessario attendere 7/8 giorni 
di incubazione. 
Il substrato di crescita Waksman è costituito da glucosio (10 g/l), NaCl (5 g/l), 
Bacteriological Peptone (5 g/l; Oxoid), estratto di carne (3 g/l; Difco), 
bacteriological agar (20 g/l; Oxoid) e acqua deionizzata. Il substrato va poi portato 
a pH 7.0 ed autoclavato. A questo punto viene aggiunta una miscela di antibiotici 
costituita da cloranfenicolo (3 ml/500 ml) e polimixina (5 ml/500 ml). 
La carica microbica di ciascun campione è stata calcolata su grammo di suolo 
secco. 
 
 
2.4.7. Arricchimenti e isolamenti di ceppi batterici in coltura 
axenica 
 
 
L’arricchimento è un metodo che consente di far crescere microrganismi in un 
mezzo liquido minimo che ha come unica fonte di carbonio il contaminante 
stesso. In virtù di questa metodologia è possibile effettuare una prima selezione di 
microrganismi utili alla biodegradazione dell’inquinante.  
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Nel nostro caso è stato utilizzato DM (Minimal Defined medium; Monna et al., 
1993) contenente Na2HPO4 (2,2 g/l), KH2PO4 (0,8 g/l), NH4NO3 (3,0 g/l), 
soluzione vitaminica (1 ml/l) e soluzione di Wolf (10 ml/l). 
Sia la soluzione vitaminica che quella di Wolf sono state sterilizzate per 
filtrazione con filtro Nalgene da 0,22 µm, conservate alla temperatura di 4° C e 
addizionate immediatamente dopo la sterilizzazione del substrato. Sono state 
preparate beute contenenti 150 ml di DM, a cui sono stati addizionati 10 µl di 
Tween 80 (surfactante previamente autoclavato) e gasolio, precedentemente 
microfiltrato con filtro Nalgene da 0,44 µm, come unica fonte di carbonio alle 
seguenti concentrazioni: 4%, 10%, 14%. Dopo aver aggiunto 2 gr di terreno a 
ciascuna beuta, la miscela è stata messa ad incubare a 28° C a 120 rpm per 5 
giorni. 
Al termine dell’incubazione è stato prelevato 1 ml da ciascuna beuta e sono state 
effettuate diluizioni seriali (1:10): 100 µl delle varie diluizioni sono stati piastrati 
su DM. Le piastre sono state lasciate ad asciugare sotto cappa per 10 minuti, 
quindi sono state spruzzate con circa 500 µl di gasolio tramite microdiffusore. Le 
piastre sono state messe a incubare sia a 30 che a 10° C per riuscire a selezionare 
ceppi mesofili e psicrofili. Dopo qualche giorno è stato possibile iniziare ad 
isolare ceppi che, quantomeno, erano in grado di resistere variamente a 
concentrazioni importanti di gasolio e/o di utilizzarlo come unica fonte di C. 
L’isolamento è avvenuto per mezzo di loop (1 µl) utilizzando NA come substrato 
di crescita. 
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Soluzione Vitaminica Soluzione di Wolf 
Reagente mg/l Reagente g/l 
Biotina 2 Nitrilotriacetico 1,5 
Acido folico 2 MgSO4 3,0 
Tiamina cloridrato 5 MnSO4 0,5 
Riboflavina 5 NaCl 1,0 
Pirodossina cloridrata 5 FeSO4 7H2O 0,1 
Cianocobalamina 10 CoSO4 0,1 
Acido nicotico 0,1 CaCl2 0,1 
Calcio pantotenato 5 ZnSO4 0,1 
Acido ρ-aminobenzoico 5 CuSO4 5H2O 0,01 
Acido lipoico 5 AlK(SO4)2 0,01 
H3BO3 0,01  
 
Na2MoO4 2H2O 0,04 
 
Tab 6. Elenco dei composti utilizzati nella preparazione della soluzione vitaminica e della 
soluzione di Wolf. 
 
 
2.4.8. Conservazione degli isolati batterici in glicerolo 
 
 
Le colonie isolate vengono strisciate su piastre e messe ad incubare a 30° C per 24 
h. Dopodichè, vengono prese e trasferite a 4° C. 
Oltre a questo metodo di breve conservazione dei ceppi, ne esiste uno che 
permette un periodo di conservazione più lungo. Secondo questa metodologia, la 
colonia viene prelevata con un’ansa sterile (loop 10 µl) e immersa in 3 ml di 
Nutrient liquido. Dopo 24 h di incubazione a 150 rpm a 28° C, vengono messi 800 
µl di coltura liquida e 200 µl di glicerolo sterile al 60% all’interno di un tubo da 
criogenia da 1,5 ml. Di ogni campione sono state effettuate due repliche, una da 
conservare a - 20° C e l’altra a - 80° C.  
 
 
 
 
 
Materiali e metodi 
 40 
2.4.9. Test enzimatico per l’attività ossigenasica 
 
 
Dopo aver isolato i ceppi tramite arricchimento, è stato effettuato il test 
enzimatico per le ossigenasi per identificare ceppi utili. Le colonie sono state 
strisciate su DM ed vi è stato aggiunto gasolio. Una volta che il gasolio si è 
asciugato, le piastre vengono messe a incubare a 37° C. Dopo aver lasciato 
crescere la colonia per un tempo che va dalle 24 alle 48 ore, la piastra viene tolta e 
vengono aggiunti cristalli di indolo sulla parte interna del coperchio della piastra. 
In questo modo l’indolo sublima e reagisce con le eventuali ossigenasi presenti, 
colorando di blu le colonie in caso di risposta positiva. Questo tipo di reazione 
avviene nell’arco di 24 h. 
 
 
2.4.10. Test di individuazione della fluorescenza batterica 
 
 
Questo test serve effettuare un primo screening tra le colonie isolate per verificare 
la presenza di ceppi fluorescenti appartenenti alla specie Pseudomonas 
fluorescens. In questo saggio si utilizza, come substrato di crescita, il King’s 
modificato. Questo tipo di substrato è costituito da Bacteriological Peptone (20 
g/l), glicerolo (10 g/l), KH2PO4 (1,5 g/l), MgSO4 . 7H2O (1,5 g/l) e Agar Tecnico 
n. 3 (10 g/500 ml). La soluzione viene sciolta in acqua deionizzata e portata a pH 
7.2. Dopo aver autoclavato la soluzione vengono aggiunti cicloesimide (10 ml/l), 
ampicillina (2 ml/l) e cloranfenicolo (1 ml/l) (Atlas 1993). 
A questo punto la colonia di interesse è stata piastrata e messa a incubare a 30° C 
dalle 24 alle 48 h. Quindi, è stata presa e posta sotto raggi UV. Come colonie di 
controllo vengono utilizzate Pseudomonas fluorescens Biotipo A DMS7 50090 e 
Pseudomonas tolaasii ATCC 33618 (4). In questo modo è possibile capire, 
tramite l’intensità di fluorescenza, se la colonia appartiene alla specie 
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Pseudomonas fluorescens. A questo tipo test andrebbe comunque aggiunta 
un’indagine di tipo molecolare più specifica per verificare il dato ottenuto. 
 
 
2.4.11. Estrazione del DNA e amplificazione di 16S rDNA 
da colture batteriche axeniche 
 
 
Prima di procedere all’estrazione di DNA da colonie batteriche è preferibile 
effettuare la colorazione di Gram per determinare che tipo di parete hanno i 
microrganismi isolati e quindi decidere che tipologia di estrazione adottare. I 
batteri Gram + e i lieviti infatti, avendo una parete cellulare più complessa e 
quindi più difficile da degradare, richiedono un kit di estrazione di DNA 
differente. 
Batteri Gram –. Innanzi tutto occorre preparare la soluzione di lisi a partire da uno 
stock madre di NaOH 10 N e SDS al 10% (conservati a temperatura ambiente). 
 
 
Per 100 ml di Vf Per 1 ml di Vf 
97 ml di H2O 970 µl di H2O 
0,5 ml NaOH 10 N 5 µl NaOH 10 N Soluzione di lisi Gram – 
2,5 ml SDS 10% 25 µl SDS 10% 
 
Tab 7. Soluzione di lisi utilizzata per l’estrazione di DNA da batteri gram-. 
 
 
A questo punto, mediante un loop, viene stemperata una singola colonia in 50 µl 
di soluzione di lisi e il tutto viene vortexato per circa 60 secondi. La miscela viene 
messa a incubare a 95° C per 15 minuti, dopodichè viene centrifugata a 13.000 
rpm per 10 minuti a temperatura ambiente. A questo punto vengono prelevati 10 
µl di sovranatante e diluiti 1:10. Il DNA così estratto è pronto ad essere diluito per 
successive amplificazioni PCR. 
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Batteri Gram + e lieviti. In questo caso in aggiunta alla soluzione di lisi 
enzimatica precedente, se ne utilizza un’altra, preparata a partire da uno stock 
madre di Na- fosfato 0,01 M, a pH 7.01 e Saccarosio 40%. 
 
 
Na – fosfato 0,01 M pH 7.01 500 µl 
Saccarosio 40% 500 µl Soluzione di lisi enzimatica Gram + 
Lisozima 2,5 mg 
 
Tab 8. Soluzione di lisi utilizzata per l’estrazione di DNA da batteri Gram+. 
 
 
Una volta preparata, la singola colonia è stemperata in 10 µl di questa soluzione e 
messa a incubare a 37° C per 30 - 45 minuti. A questo punto sono stati aggiunti 50 
µl di soluzione di lisi Gram –, la miscela viene vortexata per 2 minuti, quindi è 
stata messa ad incubare a 95° C per 30 minuti. Dopodichè, avvenuta la 
centrifugazione a 13.000 rpm per 10 minuti, vengono prelevati 10 µl di surnatante 
e diluiti 1:10 e il lisato è pronto ad essere diluito per amplificazioni PCR. 
Batteri Gram + e lieviti (metodo delle palline di vetro). In questo caso il tampone 
di estrazione è costituito da 2,5 ml di SDS al 10%, 0,5 ml di NaCl 5 M, 250 µl di 
TRIS 1 M, 50 µl di EDTA 0,5 M, 0,5 g di Triton X – 100 e acqua per portare a 
volume (25 ml). L’estrazione può essere effettuata da singola colonia oppure da 
coltura liquida. Nel primo caso viene messo 1 ml di H2O sterile in una eppendorf 
da 1,5 ml nella quale viene stemperata la colonia. Nel secondo caso vengono presi 
1,5 ml dalla coltura liquida overnight, trasferiti in una eppendorf e quindi 
centrifugati. 
In entramibi i casi, dopo centrifugazione a 10.000 rpm per 10 minuti, ottengo del 
pellet a cui occorre aggiungere 0,2 ml del tampone di estrazione, 0,3 g di palline 
di vetro precedentemente sterilizzate in etanolo assoluto (dal diametro di 0,4 – 0,5 
mm) e o,2 ml di fenol – cloroformio. A questo punto la miscela è stata agitata su 
vortex per 2 minuti, centrifugata a 10.000 rpm per 5 minuti, prelevata la fase 
acquosa e trasferita in una nuova eppendorf. Quindi, è stato aggiunto isopropanolo 
in rapporto 1:1 e messo il tutto a incubare a temperatura ambiente per 5 minuti. A 
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questo punto, dopo aver centrifugato a 10.000 rpm per 5 minuti, il pellet è stato 
lavato con etanolo al 70%. Infine, viene tolto il surnatante, fatto asciugare il pellet 
all’aria per 30 minuti e risospeso in 50 µl di TE (TRIS 10 mM, EDTA 0,1 mM, 
pH 7.5) o H2O. 
La quantitificazione del DNA estratto (espressa in ng/ µl) per ciascun campione è 
stata effettuata mediante elettroforesi su gel di agarosio all’1% (Gibco-BRL) 
utilizzando come marker di riferimento il 100 bp DNA Ladder (Biolabs). Il gel è 
stato colorato con bromuro di etidio. L’elettroforesi è stata condotta usando una 
cella elettroforetica Biorad con tampone di corsa TBE 1X (Trizma base 0,045 M, 
acido borico 0,045 M, EDTA 0,001 M, pH 8.0) a 80 Volt per 30 minuti. 
In ogni pozzetto sono stati caricati 5 µl di campione e 2 µl di gel loading buffer 
che svolge la duplice funzione di appesantire il campione e di visualizzare il DNA 
durante la corsa elettroforetica. 
Nei pozzetti esterni sono stati caricati 5 µl di marker. 
Una volta ottenuto il DNA totale da ogni singola colonia, è stato necessario 
amplificare il 16S rDNA per mezzo della PCR. L’amplificazione è stata condotta 
nel termociclatore iCyclerIQ (Biorad). A tale scopo è stato utilizzato il Master 
Mix della Fynnenzyme, come riportato in tabella 6. In tutti i casi è stato aggiunto 
sempre 1 µl di DNA estratto per campione. 
 
 
 Fynnenzyme 
Reagente [  ] Mix per 1 
Buffer Free 10X 2,5 µl 
dNtp 10 mM 0,2 µl 
MgCl2 50 mM 1,85 µl 
27f 10 µM 0,5 µl 
1495r 10 µM 0,5 µl 
H2O - 17,5 µl 
Taq 2 u/ µl 1 µl 
Vf  24 µl 
 
Tab 9. Master Mix utilizzato per l’amplificazione del 16S rDNA. 
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La coppia di primer utilizzata per l’amplificazione del 16S rDNA è riportata in 
tabella 10. 
 
Primer Sequenza 5’ – 3’ 
27f GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 
1495r CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA 
 
Tab 10. Coppia di primer utilizzati per l’amplificazione del 16S rDNA. 
 
 
I programmi utilizzati per tali amplificazioni sono riportati in tabella 11. 
 
Amplificazione del 16S rDNA 
Temperatura Tempo (espresso in minuti) Numero di Cicli 
95° C 02:00 1 
94° C 01:20 
58° C 01:00 
72° C 01:30 
35 
72° C 05:00 1 
4° C ∞  
 
Tab 11. Programma di amplificazione utilizzato per l’amplificazione del 16S rDNA. 
 
 
I prodotti di PCR sono stati separati su gel di agarosio all’1,5 % (Gibco-BRL) 
contenente bromuro di etidio ( 5 µl /100 ml) e fatti correre con tampone TBE 1X. 
Come marker è stato utilizzato il 100 bp DNA Ladder (Biolabs). 
Una volta constatata la buona amplificazione della regione di interesse tramite 
corsa elettroforetica, è necessario purificare il prodotto di PCR. 
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2.4.12. Purificazione dei prodotti di PCR 
 
 
La purificazione è stata effettuata utilizzando l’High Pure PCR Product 
Purification Kit (Roche). Sono stati aggiunti 250 µl di Binding Buffer ai 20 µl del 
prodotto di amplificazione. Dopo aver miscelato accuratamente, la mistura è stata 
messa in un High Pure filter tube e centrifugata alla massima velocità (13.000 
rpm) per 30 – 60 secondi. Dopo aver scartato il liquido filtrato, sono stati aggiunti 
250 µl di Wash Buffer ed è stata eseguita una centrifugazione a 13.000 rpm per 1 
minuto. Il liquido filtrato viene nuovamente scartato, dopodichè è stato eseguito 
un passaggio analogo con l’aggiunta di 100 µl di Wash Buffer in modo da 
garantire una miglior purificazione del prodotto di PCR. A questo punto sono stati 
aggiunti 50 – 100 µl di Elution Buffer, il campione è stato centrifugato per 2 
minuti a 13.000 rpm ed è stato recuperato, infine, il prodotto di PCR purificato. 
 
 
2.4.13. Analisi molecolare degli isolati batterici mediante 
metodologia ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 
Analysis) 
 
 
A questo punto è stata effettuata una corsa elettroforetica dell’amplificato 
purificato (5 µl), utilizzando il marker 100 bp DNA Ladder (BioLabs), su gel di 
agarosio all’2% con EtBr (5 µl/100 ml) per circa 30 minuti a 100 V, per verificare 
la presenza dell’amplificato (1450 bp) e per decidere la quantità di campione da 
sottoporre a digestione enzimatica. 
Gli enzimi di restrizione utilizzati sono riportati in tabella di seguito. 
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Enzimi di Restrizione (Biolabs) Buffer (Biolabs) Sito di Taglio 
Alu I A 5’ AG
↓CT 3’ 
3’ TC↓GA 5’ 
Hpa II L 5’ CC
↓GG 3’ 
3’ GG↓CC 5’ 
Rsa I L 5’ GT
↓AC 3’ 
3’ CA↓TG 5’ 
 
Tab 12. Enzimi di restrizione utilizzati e rispettivo sito di taglio. 
 
 
In un volume finale di 20 µl vengono miscelati rispettivamente 2 µl di buffer 10X, 
5 µl di prodotto di amplificazione, 12,5 µl di H2O e 0,5 µl di enzima di restrizione. 
A questo punto viene esegutio uno spin di qualche secondo, dopodichè la miscela 
viene messa a incubare a 37° C overnight. Passate 24 h, viene eseguita una corsa 
elettroforetica dell’amplificato digerito (a cui vengono aggiunti 2 µl di gel loading 
buffer) su gel di agarosio al 2% con EtBr (5 µl/100 ml) per circa 30 minuti a 100 
V. 
 
2.4.14. Sequenziamento del 16S rDNA batterico 
 
 
Il sequenziamento dei campioni è stato condotto presso l’Università degli studi di 
Padova CRIBI, mediante l’apparecchiatura ABI Prism Perkin – Elmer ad 
elettroforesi capillare, e le reazioni sono state condotte in entrambe le direzioni. 
L’elettroferogramma ottenuto è stato analizzato mediante il programma Chromas 
Pro versione 1.32. Le sequenze, in formato FASTA, sono state confrontate con 
quelle presenti nei database di rete (GeneBank), allo scopo di trovare sequenze 
omologhe di altri batteri depositati in banca dati. 
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2.4.15. Test della tossicità 
 
 
A differenza dell’arricchimento, in questo caso si fornisce una fonte di carbonio 
alternativa a quella del gasolio; nel nostro caso è stato utilizzato mannitolo. 
Questo tipo di test può essere diviso in due fasi successive: 
 
- preinoculo. 2 g di terreno in coltura liquida di DM e mannitolo senza 
gasolio, successivo piastramento e conta delle CFU; 
- inoculo. 1 ml del preinoculo in coltura liquida di DM, mannitolo e gasolio, 
successivo piastramento e conta delle CFU. 
 
In questo modo è possibile stabilire quante CFU erano presenti al t0 (tempo 
iniziale), quante al tf (tempo finale) e calcolare quindi la risposta della 
popolazione microbica alla concentrazione di gasolio. 
Innanzi tutto occorre preparare il preinoculo. In questa fase sono state preparate 
beute con DM e mannitolo (5 g/l) a cui sono stati aggiunti 2 g di terreno per 
ciascun campione. La coltura va quindi incubata per 24 h a 120 rpm a 28° C.  
A questo punto è necessario preparare delle falcon da 50 ml, contenenti DM, 
mannitolo,Tween 80 e gasolio per un volume finale di 15 ml. Ovviamente, 
l’oscillazione delle quantità di gasolio e DM all’interno della soluzione 
determinano la diversa concentrazione di gasolio e, di conseguenza, il diverso 
grado di tossicità. Quindi, per un test sulla tossicità al 60% vengono presi 9 ml di 
gasolio e 6 ml della restante soluzione di DM e così via. 
Passate le 24 h, viene prelevato 1 ml dal preinoculo e aggiunto alle falcon 
preparate in precedenza, che vengono messe ad incubare a 120 rpm a 28° C per 5 
giorni. Quindi, dopo aver prelevato un altro ml dal preinoculo, vengono effettuate 
le opportune diluizioni e piastramenti su NA, PDA e Waksman. 
Una volta passati i 5 giorni di incubazione dell’inoculo, viene preso 1 ml da 
ciascuna falcon, diluito e piastrato su tre substrati differenti: NA, per identificare 
la componente batterica, PDA, per quella fungina e Waksmann per attinomicetica. 
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Ottenuti i dati relativi alle CFU è possibile calcolare il ∆ di crescita microbica 
attraverso la formula riportata in figura, in modo da capire se un determinato 
campione di terreno presenta una carica microbica più o meno sensibile alle 
diverse concentrazioni di gasolio. 
Nel nostro lavoro sono state utilizzate concentrazioni di gasolio pari al 40, al 60 e 
all’80%. 
 
 
Fig 10. Formula utilizzata per calcolare la crescita microbica 
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3. Risultati 
 
 
3.1. Analisi Chimico/fisiche 
 
 
3.1.1. Analisi Fisiche (analisi granulometrica o della tessitura) 
 
 
I risultati di questa analisi sono riportati nella tabella 12. 
 
Terreno Tipologia % Terreno Tipologia % 
Argilla 34,45 Argilla 8,75 
Limo 36,7 Limo 11 A 
Sabbia 28,85 
V 
Sabbia 80,25 
Argilla 15,15 Argilla 8,55 
Limo 15,95 Limo 13,25 B 
Sabbia 68,9 
M 
Sabbia 78,2 
Argilla 14,65 Argilla 11,4 
Limo 18,35 Limo 7,35 Sup 
Sabbia 67 
L 
Sabbia 81,25 
 
Tab 12. Elenco dei risultati derivanti dall’analisi granulometrica. 
 
 
3.1.2. Analisi Chimiche 
 
 
I risultati di pH, contenuto in carbonio totale, carbonio organico, carbonato e 
idrocarburi sono riportati nella tabella 13. 
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Campione pH C tot (%) C inorg (%) C org (%) TPH (C > 12) mg/kg 
A 8.00 1,6640 7,5712 0,7555 4972 
B 8.30 2,3866 13,2288 0,7991 1099 
Sup 7.81 1,7894 4,0768 1,3002 502 
V 8.09 1,8611 3,9936 1,3819 7042 
M 8.17 1,5326 4,5760 0,9834 1095 
L 8.55 2,1006 17,0560 0,0538 112 
 
Tab 13. Risultati delle analisi chimche; C
 tot = Carbonio totale; C inorg = Carbonio inorganico; C org 
= Carbonio organico; TPH (C > 12) = Total Petroleum Hydrcarbon espressi in ppm (mg/kg). 
 
 
 
 
 
 
Fig 10. Lettura del campione V allo spettrometro infrarosso. 
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3.2. Caratterizzazione microbiologica della matrice contaminata 
 
 
3.2.1. Estrazione di DNA da suolo 
 
 
L’estrazione di DNA totale da suolo è stata effettuata su tre diverse aliquote per 
ciascun campione di terreno.  
 
 
3.2.2. Amplificazione del 16S rDNA 
 
 
A questo punto è stata amplificata la regione V6 – V8 (450 pb) del 16S rDNA.  
 
 
 
Fig 11. Corsa elettroforetica dei prodotti di amplificazione. Mk = marker 100 bp. 
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In seguito a questi risultati sono stati caricati, nel gel di poliacrilammide della 
DGGE, 10 µl del prodotto di amplificazione dei campioni B, Sup1, L1, e 6 µl degli 
atri campioni. 
 
 
3.2.3. Analisi dei profili elettroforetici 
 
 
Dopo la corsa elettroforetica e successiva colorazione, la foto del gel di 
poliacrilammide è stata visualizzata mediante DCodeTM Universal Mutation 
Detection System (Biorad). 
 
 
 
Fig 12. Foto del gel di poliacrilammide dopo corsa elettroforetica dei prodotti amplificati. Mk = 
Marcatore molecolare. 
 
 
Dopo aver numerato le bande, i risultati sono stati elaborati mediante l’utilizzo del 
software SSPS 8.0 da cui è stato generato il seguente dendogramma. 
 
Risultati 
 53 
 
Fig 13. Rappresentazione del dendrogramma finale della popolazione batterica; Mk = marcatore. 
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3.2.4. Stima della carica microbica mediante conta delle colonie su 
piastra (CFU) 
 
 
Nella seguente tabella è riportata la conta delle CFU totali su peso secco dei 
terreni analizzati effettuata per batteri, funghi e attinomiceti. 
 
Conta CFU totali 
Suolo Microbiota Log(CFU/g secco) Suolo Microbiota Log(CFU/g secco) 
Batteri 4,141167 ± 0,109532 Batteri 5,677963 ± 0,08922 
Funghi - Funghi 3,504199 ± 0,241272 A 
Attinomiceti - 
M 
Attinomiceti 3,883093 ± 0,1738 
Batteri 5,498007 ± 0,083472 Batteri 5,161727 ± 0,110785 
Funghi 3,845532 ± 0,038652 Funghi 3,628011 ± 0,281579 B 
Attinomiceti 3,784403 ± 0,347599 
L 
Attinomiceti 3,804139 ± 0,1738 
Batteri 6,203416 ± 0,024688 Batteri 6,461327 ± 0,068185 
Funghi 4,838156 ± 0,014015 Funghi 5,041551 ± 0,06958 Sup 
Attinomiceti 5,28612 ± 0,079583 
P 
Attinomiceti 5,27515 ± 0,087425 
Batteri 5,13491 ± 0,164334 Batteri 5,274968 ± 0,108884 
Funghi 3,187605 ± 0,1738 Funghi 4,369401 ± 0,024155 V 
Attinomiceti - 
R 
Attinomiceti 5,580503 ± 0,037872 
 
Tab 14. Risultati della conta delle CFU 
 
3.2.5. Arricchimenti e isolamenti di ceppi batterici in coltura 
axenica 
 
 
Sono stati effettuati due arricchimenti in successione. Nella prima prova la 
concentrazione di gasolio nel substrato di crescita liquido era pari al 4% e le 
colonie sono state incubate sia a 10 che a 28° C. In totale sono stati isolati 49 
ceppi tra mesofili e psicrofili. 
Risultati 
 55 
Nella seconda prova invece, sono state utilizzate 3 diverse concentrazioni di 
gasolio, 4, 10 e 14%, e le colonie sono state incubate sia a 10 che a 28° C. In 
questa successiva prova sono stati isolati 54 ceppi. 
Gli isolati psicrofili sono molti meno in confronto ai mesofili in quanto la 
popolazione si è dimostrata molto più omogenea, a livello fenotipico, rispetto a 
quella dei mesofili altamente eterogenea.  
 
Campione di 
suolo Isolato 
[Gasolio] 
(%) 
Temperatura 
(° C) 
V A1 4 28 
V A3 4 28 
V A6 4 28 
V A21 4 28 
V A22 4 28 
V A23 4 28 
V A24 4 28 
V A25 4 28 
V 6 4 28 
V 29 4 28 
V 30 4 28 
V 1 10 28 
V 31 10 28 
V 32 10 28 
V 33 14 28 
V 34 14 28 
M A4 4 28 
M A5 4 28 
M A26 4 28 
M 43 10 28 
M 4 14 28 
M 44 14 28 
L A2 4 28 
L A27 4 28 
L A28 4 28 
L A29 4 28 
L A30 4 28 
L A31 4 28 
L 35 4 28 
L 36 4 28 
L 37 4 28 
L 38 10 28 
L 39 10 28 
L 40 10 28 
L 5 14 28 
L 41 14 28 
L 42 14 28 
 
Tab 15a. Elenco delle colonie isolate dagli arricchimenti (T=28° C) 
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Campione di 
suolo Isolato 
[Gasolio] 
(%) 
Temperatura 
(° C) 
A A7 4 28 
A A8 4 28 
A A9 4 28 
A A10 4 28 
A A11 4 28 
A A12 4 28 
A 3 4 28 
A 7 4 28 
A 8 4 28 
A 9 4 28 
A 10 4 28 
A 11 10 28 
A 2 14 28 
A 12 14 28 
B A13 4 28 
B A14 4 28 
B A15 4 28 
B 13 4 28 
B 14 4 28 
B 15 4 28 
B 16 4 28 
B 17 4 28 
B 18 10 28 
B 19 10 28 
B 20 14 28 
B 21 14 28 
Sup A16 4 28 
Sup A17 4 28 
Sup A18 4 28 
Sup A19 4 28 
Sup A20 4 28 
Sup 22 4% 28 
Sup 23 4% 28 
Sup 24 4% 28 
Sup 25 10% 28 
Sup 26 10% 28 
Sup 27 14% 28 
Sup 28 14% 28 
 
Tab 15b. Elenco delle colonie isolate dagli arricchimenti (T=28° C) 
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Campione di 
suolo Isolato 
[Gasolio] 
(%) 
Temperatura 
(° C) 
A C1 4 10 
A C2 4 10 
A C3 4 10 
A C4 4 10 
A C5 4 10 
A C6 4 10 
A C7 4 10 
A C8 4 10 
A B1 4 10 
A B2 4 10 
B C9 4 10 
B C10 4 10 
B C11 4 10 
B C12 4 10 
B B3 4 10 
B B4 4 10 
Sup C13 4 10 
Sup C14 4 10 
Sup B5 4 10 
Sup B6 4 10 
 
 
Campione di 
suolo Isolato 
[Gasolio] 
(%) 
Temperatura 
(° C) 
V C15 4 10 
V B7 4 10 
M C16 4 10 
M C17 4 10 
L C18 4 10 
L B8 4 10 
L B9 4 10 
L B10 4 10 
 
Tab 16. Elenco delle colonie isolate dagli arricchimenti (T=10° C) 
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Fig 14. Vari ceppi isolati dagli arricchimenti. 
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3.2.6. Conservazione degli isolati batterici in glicerolo 
 
Tutti i 103 ceppi sono stati conservati correttamente in glicerolo e, nel momento 
di un loro successivo piastramento, hanno dato riposta di ottima vitalità 
 
 
3.2.7. Test enzimatico per l’attività ossigenasica 
 
 
Il test enzimatico per le ossigenasi è stato effettuato su tutti gli isolati e ha dato 
risposta positiva per 20 ceppi, che si sono colorati vistosamente di azzurro dopo 
un giorno di incubazione. 
Gli isolati ossigenasi-positivi sono riportati in tabella 15. 
 
Ceppi Ossigenasi Positivi 
Isolato Campione [Gasolio] (%) Temperatura (° C) 
A9 A 4 28 
A11 A 4 28 
12 A 14 28 
B1 A 4 10 
B2 A 4 10 
15 B 4 28 
17 B 4 28 
B3 B 4 10 
B4 B 4 10 
B6 Sup 4 10 
A28 L 4 28 
A29 L 4 28 
A30 L 4 28 
A31 L 4 28 
38 L 10 28 
39 L 10 28 
40 L 10 28 
42 L 14 28 
B9 L 4 10 
B10 L 4 10 
 
Tab 15. Elenco dei ceppi che hanno dato risposta positiva al test per le ossigenasi 
Risultati 
 60 
 
 
3.2.8. Test di individuazione della fluorescenza batterica 
 
 
Questo tipo di test è stato effettuato nel momento in cui sono stati identificati 
alcuni ceppi che mostravano una colorazione molto particolare, soprattutto se 
messi in controluce, ed emettevano un odore acre. Gli isolati che hanno dato 
risposta positiva al test sono riportati in tabella, e sono stati classificati come ceppi 
appartenenti alla specie Pseudomonas fluorescens. 
 
 
Isolato Campione [Gasolio] Temperatura 
4 M 14% 28° C 
31 V 10% 28° C 
34 V 14% 28° C 
35 L 4% 28° C 
 
Tab 16. Elenco dei ceppi che hanno dato risposta positiva al test per la fluorescenza. 
 
 
3.2.9. Estrazione del DNA e amplificazione di 16S rDNA 
da colture batteriche axeniche 
 
 
L’estrazione di DNA è stata effettuata per i 20 ceppi che hanno dato risposta 
positiva al test per le ossigenasi. In generale, poiché il metodo di estrazione di 
DNA per batteri Gram – e Gram + tramite soluzioni di lisi non ha dato buoni 
risultati eccetto che per i ceppi A30, A31 e 12, è stato necessario ricorrere 
all’estrazione di DNA per mezzo delle palline di vetro per quasi tutti i 20 isolati.  
 
 
Risultati 
 61 
3.2.10. Analisi molecolare degli isolati batterici mediante 
metodologia ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 
Analysis) 
 
 
Una volta ottenuti i prodotti di amplificazione, è stata effettuata un’analisi 
ARDRA mediante gli enzimi Rsa I, Alu Ie Hpa II sui 20 ceppi isolati. Grazie alla 
restrizione enzimatica di Rsa I in virtù della corsa elettroforetica effettuata su gel 
di agarosio al 2% è stato possibile evidenziare la presenza di due pattern. Uno 
comprendente i ceppi A9, A11, A28, A29, A30, A31, 12, 38, 39, 40, 42, B6, B9, 
B10, e l’altro appartenente ai ceppi 15, 17, B1, B2, B3 e B4. 
 
 
 
Fig 15. Pattern elettroforetici su gel di agarosio al 2% ottenuti per mezzo degli enzimi Rsa I (a), 
Alu I (b) e Hpa II (c). 
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3.2.11. Purificazione, quantificazione e sequenziamento 
dei prodotti di PCR 
 
La purificazione e la successiva corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1% ha 
consentito di quantificare i prodotti di PCR. 
Poiché la restrizione enzimatica ha evidenziato la presenza di due specie differenti 
è stato sequenziato il 16S rDNA di 5 campioni appartenenti ai due pattern 
elettroforetici. Sono stati scelti campioni appartenenti alla prima e alla seconda 
prova di arricchimento, sia psicrofili che mesofili, e cioè: 17, 39, A30, B2, B6.  
 
Campione Quantificazione 
17 29 ng/ µl 
39 19,4 ng/ µl 
A30 29 ng/ µl 
B2 29 ng/ µl 
B6 48,4 ng/ µl 
 
Tab 17. Elenco dei ceppi sequenziati e rispettiva quantificazione. 
 
Per sequenziare il campione occorre prendere un volume tale da avere 43,5 ng; in 
base ai risultati riportati in tabella sono stati presi 1,5 µl dei campioni 17, A30, 
B2, 2,2 µl del campione 39 ed 1 µl del campione B6. Assieme ai prodotti di PCR 
purificati, sono stati spediti entrambi i primer utilizzati nell’amplificazione del 
16S rDNA (0,64 µl del 27f e del 1495r).
Dopo aver confrontato le sequenze forward e reverse  in banca dati sono stati 
ottenuti i seguenti risultati. 
 
Most Similar Sequenze (by BLAST analysis) 
Isolate Similarity Organism Accession 
number 
Phylogenetic 
affilation 
17 99% Acinetobacter calcoaceticus AJ888984 γ-proteobacteria 
39 100% Acinetobacter sp AB020207 γ-proteobacteria 
A30 98% Acinetobacter sp AB167224 γ-proteobacteria 
B2 98% Acinetobacter calcoaceticus AJ888984 γ-proteobacteria 
B6 99% Acinetobacter junii AF417863 γ-proteobacteria 
 
Tab 18. Allineamento delle sequenze ottenute in banca dati ed identificazione dei ceppi utili. 
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3.2.12. Test della tossicità 
 
 
Questo tipo di test è stato effettuato a tre diverse concentrazioni di gasolio: al 
40%, al 60% e all’80%. 
 
Test sulla tossicità al 40% 
Campione Preinoculo Log(CFU/ml) Dev. St. 
Inoculo 
Log(CFU/ml) Dev. St. n 
A 5,477121 ± 0,037315 5,67669361 ±0,337969 0,663031 
B 6,176091 ±0,04085 8,190331698 ±0,275466 6,691829 
Sup 6,491362 ±0,076919 6,176091259 ±0,753827 -1,04741 
V 6,518514 ±0,025902 5,498310554 ±0,550932 -3,38938 
M 6,352183 ±0,031561 6,77815125 ±0,207512 1,415179 
L 6,633468 ±0,018481 7,759667845 ±0,540795 3,741526 
 
 
Test sulla tossicità al 60% 
Campione Preinoculo Log(CFU/ml) Dev. St. 
Inoculo 
Log(CFU/ml) Dev. St. n 
A 5,954243 ±0,013513 4,698970004 ±0,048465 -4,17034 
B 6,284431 ±0,063644 7,653212514 ±0,038134 4,547448 
Sup 6,630936 ±0,038381 5,51851394 ±0,072133 -3,69575 
V 5,544068 ±0,04848 4,255272505 ±0,257536 -4,28171 
M 6,669782 ±0,081364 6,991226076 ±0,020587 1,067922 
L 6,361728 ±0,051801 7,053078443 ±0,035881 2,296846 
 
 
Test sulla tossicità al 80% 
Campione Preinoculo Log(CFU/ml) Dev. St. 
Inoculo 
Log(CFU/ml) Dev. St. n 
A 7,255273 ±0,046688 7,041392685 ±0,20891 -0,71056 
B 6,977724 ±0,01079 8,773054693 ±0,055509 5,964555 
Sup 7,161368 ±0,05397 7,477121255 ±0,021558 1,049014 
V 7,30103 ±0,055344 7,477121255 ±0,032769 0,585021 
M 6,90309 ±0,016386 7,744292983 ±0,019517 2,794694 
L 7,267172 ±0,064444 7,853698212 ±0,02292 1,948593 
 
Tab 19. Risultati del test sulla tossicità suddivisi per concentrazione testati sulla popolazione 
batterica.
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4. Discussione 
 
 
4.5. Analisi chimico fisiche 
 
 
Per quanto concerne le analisi fisiche, spicca la natura argillosa del terreno A 
rispetto a tutti gli altri campioni di natura sabbiosa. In virtù della maggiore 
capacità di compiere scambi cationici e della ricchezza in humus, i terreni argillosi 
sono generalmente in grado di ospitare una cenosi microbica con un alto grado di 
biodiversità. Viceversa, gli altri campioni, avendo natura sabbiosa, si ossidano più 
facilmente, hanno un contenuto in sostanza organica minore e quindi possono 
ospitare una microflora batterica con un grado di biodiversità minore. 
L’analisi del pH evidenzia la natura subalcalina dei terreni campionati, che, 
aggiunta alle condizioni di microaerofilia di taluni campioni, può parzialmente 
giustificare l’assenza della comunità fungina nel terreno A. 
Infine è stato analizzato il contenuto in TPH: A e V sono i terreni che hanno la 
concentrazione di TPH più alta degli altri campioni (4972 e 7042). Questo ha 
sicuramente influito sullo sviluppo della popolazione batterica. 
B ed M hanno una concentrazione di TPH media (1099 e 1095), mentre Sup ed L 
hanno uno scarso contenuto in TPH (502 e 112). 
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4.6. Caratterizzazione microbiologica della matrice contaminata 
 
 
4.6.1. Caratterizzazione della cenosi batterica del terreno 
contaminato mediante analisi DGGE (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) 
 
 
Dal dendogramma si evince la presenza di quattro cluster principali; il primo è 
costituito dai campioni A, A1, A2, V, V1 e V2, che nel loro complesso sono stati 
isolati nelle immediate vicinanze dalla fonte di contaminazione. La formazione di 
un cluster talmente separato dagli altri può essere imputato alle più alte 
concentrazioni di gasolio presenti nel terreno isolato e alla cronicità della 
contaminazione, che di conseguenza hanno influito in modo consistente sullo 
sviluppo di una microflora batterica completamente diversa dagli altri campioni. 
Interessante è anche la netta separazione col secondo cluster (B, B1, B2, Sup, 
Sup1 e Sup2), i cui campioni derivano dal suolo immediatamente sopra A. Il terzo 
cluster, formato dai campioni di suolo prelevati nel terreno risanato (R5, R51 e 
R4) e dal terreno limitrofo (P4, P41 e P42) indica il successo del trattamento di 
biobonifica dal ridotto impatto ambientale, che ha ristabilito, almeno in termini di 
microflora batterica, le condizioni ecologiche antecedenti allo sversamento. 
Infine, il quarto cluster, costituito da campioni di suolo prelevati più lontano dalla 
fonte di contaminazione, risulta essere molto simile al cluster precedente; 
quest’ultimo dato può essere supportato dal fatto che questi campioni si trovano 
molto vicini al terreno limitrofo e, di conseguenza, le popolazioni microbiche 
sono molto simili. 
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4.6.2. Stima della carica microbica mediante conta delle colonie su 
piastra (CFU) 
 
 
Il primo dato rilevante che è emerso dalla stima delle popolazioni microbiche nel 
terreno A riguarda la presenza di una comunità fungina e attinomicetica 
decisamente modesta. Questo fatto può essere attribuito ad una serie di fattori 
quali: la scarsa dotazione del terreno in sostanza organica, il pH della matrice 
pedologica nell’ambito della sub-alcalinità certamente non favorente la 
popolazione fungina in generale acidofila, la profondità (60-80 cm) di derivazione 
del campione rispetto al profilo del terreno e la vicinanza della fonte di 
contaminazione. Anche la comunità batterica deve aver risentito delle condizioni 
ambientali estreme come dimostra il basso numero di CFU (104). 
Probabilmente per le stesse cause, il terreno V mostra una scarsa presenza della 
comunità fungina (103) e la mancanza della popolazione attinomicetica. A 
differenza del precedente terreno, la microflora batterica inizia ad essere più 
consistente (105) in relazione alla minor profondità del campionamento. 
I terreni B, M ed L hanno un numero di CFU del tutto simili per quanto riguarda 
la microflora batterica, fungina e attinomicetica. Evidentemente, spostando l’asse 
di indagine verso i 30cm di profondità è corretto osservare una distribuzione delle 
popolazioni microbiche più omogenea. 
Il terreno Sup, uno dei meno contaminati tra i campioni prelevati prima della 
bonifica, dimostra avere un’ottima componente batterica, fungina e attinomicetica, 
avvicinandosi, in questo modo, a terreni naturali limitrofi. 
Infine, i campioni P ed R hanno un’elevata microflora batterica, fungina e 
attinomicetica, essendo rispettivamente terreni naturali e bonificati. 
In generale, è possibile osservare un aumento costante delle popolazioni 
microbiche dai terreni più contaminati e profondi, a terreni meno contaminati e 
più superficiali, fino a giungere a quelli naturali e bonificati. 
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4.6.3. Isolamenti di ceppi batterici in coltura axenica e test 
enzimatico per l’attività ossigenasica 
 
 
Tutti i campioni di terreno saggiati hanno dimostrato di avere una microflora 
batterica in grado di crescere e svilupparsi in presenza di concentrazioni di gasolio 
pari al 4, 10 e 14%. Dopo aver piastrato gli arricchimenti sono emerse differenze 
visive vistose tra le colonie incubate in condizioni termiche diverse. L’isolamento 
avvenuto in condizioni di mesofilia ha consentito l’isolamento di ceppi 
visivamente molto eterogenei tra loro. Al contrario, in condizioni di psicrofilia si 
sono sviluppate colonie batteriche visivamente identiche che si sono dimostrate 
essere, nella maggior parte, ossigenasi positivi. 
Il successivo test enzimatico per le ossigenasi ha evidenziato la mancata presenza 
di isolati ossigenasi positivi nei campioni V ed M. Nei restanti campioni, Sup 
gioca un ruolo minoritario con un solo ceppo utile isolato, mentre dai terreni A, B 
ed L sono stati isolati il maggior numero di ceppi utili. 
Il test per la fluorescenza ha evidenziato la presenza di Pseudomonas fluorescens 
nei campioni di terreno V, M ed L. Tuttavia, il ceppo isolato non ha dato risposta 
positiva all’indolo. 
 
 
4.6.4. Amplificazione del 16S rDNA, ARDRA e sequenziamento 
 
 
Per l’estrazione del DNA batterico è stato necessario ricorrere al metodo delle 
palline di vetro a causa della particolare struttura della parete dei batteri isolati. 
L’analisi ARDRA degli amplificati (16S rDNA) ha evidenziato la presenza di due 
specie differenti, Acinetobacter calcoaceticus e A. junii. I membri di questo 
genere sono batteri predominanti sia negli esperimenti di laboratorio dopo la 
biostimulation che nei terreni prelevati dal sito contaminato. Questo suggerisce 
una grande abilità di questo genere di degradare idrocarburi. Infatti, è riportato in 
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letteratura come ubiquitario in natura e in grado di utilizzare un gran varietà di 
fonti di carbonio, incluso l’olio grezzo, le benzine, gli idrocarburi aromatici e i 
composti diossin-correlati. (Towner et al., 1991; Cerniglia, 1992; Amund, 1996; 
Lal e Khanna, 1996; Halden e Dwyer, 1997; Alexander, 1999; Yuste et al., 2000). 
La produzione di biosurfactanti è una delle proprietà più importanti dei 
microrganismi degradatori di diesel: questi agenti, infatti, sono sia piccole 
molecole che agiscono sulla riduzione della tensione superficiale sia 
macromolecole anfifiliche che stabilizzano l’emulsione facilitando quindi 
l’adesione al contaminante e la sua successiva degradazione. In questo contesto si 
inserisce perfettamente Acinetobacter junii che, nello studio di Bento (2005), ha 
dimostrato la più alta riduzione della tensione superficiale (46.5 mN m-1) rispetto 
a Bacillus e Pseudomonas. 
L’aver trovato ceppi appartenenti allo stesso genere in 4 dei terreni analizzati fa 
supporre che questa popolazione abbia colonizzato tutta l’area contaminata, 
prevalendo perciò su generi come Pseudomonas o Bacillus frequentemente 
associati alla degradazione degli idrocarburi (Goubin et al., 2006; Ghazali et al., 
2004; Márquez-Rocha et al., 2005). 
È tuttavia possibile che ceppi appartenenti a questi generi seppur presenti nei 
terreni analizzati, siano stati perduti i fase di isolamento. 
 
 
4.6.5. Test della tossicità 
 
 
La comunità batterica dei 6 campioni di terreno analizzati ha mostrato una diversa 
tolleranza alla crescente concentrazione di gasolio. 
Mentre le comunità batteriche dei terreni A, Sup e V sono risultate suscettibili a 
concentrazioni di gasolio elevate (60 e 80%), la microflora batterica dei terreni B, 
M ed L è stata capace di tollerare molto bene il contaminante anche a 
concentrazioni pari all’80%. 
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La diversa tolleranza delle comunità batteriche può essere messa in relazione 
essenzialmente a due fattori: la posizione spaziale del campione di suolo e la sua 
vicinanza alla fonte di contaminazione.  
A seconda della posizione del suolo (superficiale, sottosuperficiale e profonda) 
variano molti fattori, tra cui la disponibilità in ossigeno e in sostanza organica. In 
particolare, i terreni superficiali ospitano, nella maggior parte dei casi, una 
popolazione batterica ampia ed eterogenea in virtù dell’ampia disponibilità di 
composti organici. Viceversa, terreni profondi con una minor disponibilità in 
sostanza organica sono in grado di ospitare una comunità batterica meno 
eterogenea. 
A questa considerazione va aggiunta la vicinanza alla fonte di contaminazione 
che, se da un lato può aver favorito lo sviluppo di ceppi utili, dall’altro può aver 
inciso negativamente sulla popolazione batterica totale, compiendo una sorta di 
screening naturale.  
Questi due fattori hanno determinato lo sviluppo di una popolazione batterica che, 
in generale, nei suoli immediatamente prossimi alla fonte di contaminazione, è 
suscettibile alla tossicità imposta dal gasolio. 
Viceversa, terreni che hanno risposto meglio al test della tossicità sono B, M ed L, 
campionati a media profondità e a media distanza dallo sversamento.  
In questo caso, i terreni sono più ricchi in sostanza organica, hanno una migliore 
areazione, e quindi possono aver sviluppato una microflora batterica eterogenea 
che, nel corso degli anni, si è adattata meglio al contaminate. 
Evidentemente un terreno mediamente contaminato (B = 1099 ppm; M = 1095 
ppm) risulta compatibile con la crescita della microflora batterica degradatrice che 
usa la sostanza inquinante come fonte di carbonio e di energia. 
Infine, terreni più lontani dalla fonte di contaminazione dimostrano avere una 
popolazione batterica variamente tollerante. 
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5. Conclusioni 
 
 
Il primo dato che emerge da questo lavoro è l’alta biodiversità delle popolazioni 
batteriche dei terreni A e V che formano un cluster nettamente separato dal resto 
dei campioni. Questo è essenzialmente dovuto alle alte concentrazioni del 
contaminante (4972 ppm e 7042 ppm rispettivamente), ma deve essere collegato 
anche con altri fattori, come la scarsa presenza della microflora fungina, la natura 
argillosa del terreno A e la cronicità della contaminazione. 
Un altro dato molto interessante è la ristorazione, nel terreno bonificato, di una 
comunità batterica molto simile a quella presente nel terreno naturale, che sta ad 
indicare il successo dell’avvenuta bonifica. Evidentemente, una volta degradato il 
contaminante, la popolazione batterica alloctona impiegata nel processo di 
landfarming non ha trovato le condizioni adatte per sopravvivere e potersi 
sviluppare, e questo ne ha determinato la successiva scomparsa. 
Particolare è anche la correlazione tra il test della tossicità all’80% e la 
concentrazione del contaminante. Come si può ben vedere, i suoli più contaminati 
(A e V) hanno sviluppato una popolazione batterica suscettibile alle alte 
concentrazioni di gasolio, mentre le comunità batteriche dei terreni B ed M, ossia 
suoli mediamente contaminati, si sono dimostrate molto più resistenti. In questo 
caso, la contaminazione leggera e le condizioni ambientali migliori hanno 
permesso lo sviluppo di una microflora che resiste molto bene alla tossicità del 
gasolio e che comunque è in grado di sviluppare ceppi utili. 
Alla luce di quanto detto sopra, risulta evidente che terreni cronicamente 
contaminati sono in grado di sviluppare specie utili alla degradazione 
dell’inquinante stesso. Quindi, per ridurre al minimo l’impatto ambientale sarebbe 
auspicabile utilizzare gli stessi ceppi isolati dalla matrice d’interesse. Sebbene 
questo tipo di approccio sia il migliore dal punto di vista ambientale, per lo più le 
aziende prediligono seguire soltanto la strada delle analisi chimiche che sono 
immediate ed economicamente sostenibili.  
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Secondo me, sarebbe necessario lavorare molto di più sul monitoraggio 
ambientale, cercando di sviluppare tecniche molecolari non particolarmente 
costose e di facile applicazione, in modo da fondere insieme il dato 
microbiologico e quello chimico. 
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6. Prospettive future 
 
 
Indubbiamente sarebbe necessario caratterizzare la popolazione microbica 
prelevando e sequenziando le bande più rappresentative dei pattern elettroforetici 
della DGGE, in modo da avere un quadro generale più dettagliato della 
popolazione batterica nei vari strati di terreno. 
Inoltre, si potrebbe valutare la presenza di Acinetobacter nel terreno bonificato, 
per vedere se il processo di bonifica biologica avesse influito negativamente sulla 
popolazione degradatrice autoctona. 
Infine, ulteriori studi si rendono necessari per valutare la potenzialità dei ceppi 
utili isolati: ad esempio, potrebbe esserne studiata la produzione di biosurfactanti 
o il tasso di degradazione. 
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